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Résumé 
Mise au point d’un dosage de l’activité kinase de la protéine DYRK1A : un candidat pour le 
retard mental et la dégénérescence dans le Syndrome de Down. 
  
Le Syndrome de Down est une maladie chromosomique congénitale ayant pour cause première la 
présence d’un chromosome 21 surnuméraire. Ce chromosome comporte plus de 271 gènes dont un certain 
nombre sont essentiels au cours de l’embryogénèse. C’est l’aneuploïdie la plus courante avec une prévalence de 
1/700 naissances ; elle est caractérisée par un ensemble de défauts développementaux incluant des anomalies 
cardiaques congénitales, un retard mental avec un quotient intellectuel compris entre 25 et 80, des anomalies 
cranio-faciales. Par ailleurs, on observe chez ces patients une précocité dans l’apparition de pathologies 
dégénératives et neurodégénératives (signes de vieillissement dès 8 ans, maladie d'Alzheimer dès 30 ans). 
L’établissement des cartes de corrélation génotypes/phénotypes chez les patients atteints du Syndrome de Down 
a permis de mettre en relief la région DCR-1 sur le chromosome 21. Parmi les 20 gènes présents dans cette 
région, le gène DYRK1A constitue un bon gène candidat dans l’apparition du retard mental. Il code une protéine 
kinase tyrosine-sérine/thréonine qui appartient à la famille des DYRK ou « Dual specificity tyrosine-
phosphorylation-regulated kinase », cette enzyme catalyse la phosphorylation de protéines cibles sur une sérine 
ou une thréonine, comme des facteurs de transcription, des protéines d’épissage et des protéines synaptiques.  
Afin de comprendre le rôle et la régulation de DYRK1A dans le développement normal et pathologique 
et d’analyser l’effet gène/dosage de DYRK1A, il est essentiel d’avoir à sa disposition un test d’activité robuste 
de l’enzyme. Pour cela, je me suis tout d’abord appliquée à produire des protéines recombinantes. Les conditions 
de production étant optimisées, nous avons cherché à mettre en place une nouvelle méthode de dosage de 
l’activité kinase de DYRK1A. Les méthodes de dosage existantes jusqu’alors et qui ont permis de découvrir 
certaines propriétés de DYRK1A, utilisaient la radioactivité, la polarisation de fluorescente (FP), le transfert 
d’énergie par résonance de type Förster (TR-FRET) ou la méthode de l’ELISA. Pour différentes raisons, les 
méthodes actuelles ne se sont pas révélées idéales et nous avons dû mettre au point une nouvelle méthode de 
dosage utilisant la chromatographie à haute pression (HPLC). Le principe en est de séparer le peptide substrat 
(non phosphorylé) du peptide produit (phosphorylé), la plupart des tests actuels ne s’intéressent qu’au couple 
substrat/produit ATP/ADP ou GTP/GDP. Pour augmenter la sensibilité du dosage, nous avons greffé sur le 
peptide un Tag (ou étiquette) fluorescente. Cette méthode de dosage s’est révélée très rapide, peu onéreuse et très 
sensible. 
La suite de ce travail fut donc de confirmer les données existantes sur l’activité DYRK1A en utilisant 
notre nouvelle méthode de dosage. L’activité kinase a tout d’abord été testée in vitro avec la protéine 
recombinante et les résultats obtenus confirment la nature Michaélienne de la cinétique de l’enzyme. Nous avons 
également caractérisé le comportement d’inhibiteurs connus de DYRK1A (notamment avec l’harmine) et les 
résultats obtenus sont tout à fait en adéquation avec la littérature. En collaboration avec l'équipe du Dr. Dodd 
nous avons criblés des dérivés hétérocycliques azotés de faible poids moléculaire comme inhibiteurs potentiels 
de DYRK1a. Le test d’activité a également été testé in vivo sur des extraits de cerveau de souris.  
Ces résultats nous indiquent que ce nouveau test de dosage d’activité est spécifique, qu’il est reproductible et 
rapide. Le principe de ce test peut s’appliquer bien évidemment à d’autres kinases et phosphatases et plus 
largement à d’autres enzymes catalysant la réaction de modification de protéines (acétylation, méthylation …). 
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Régulations épigénétiques de l'expression du gène codant ISL1, un facteur essentiel à la 
différenciation du lignage gonadotrope et à l'expression du récepteur de la GnRH. 
La fonction de reproduction est contrôlée par le système nerveux central via le complexe hypothalamo-
hypophysaire. Au sein de ce complexe, la GnRH, neurohormone d'origine hypothalamique, en activant son 
récepteur (GnRHR) spécifiquement exprimé à la surface des cellules gonadotropes de l’hypophyse, régule la 
synthèse et la sécrétion des deux hormones LH et FSH. Ces deux hormones hypophysaires, à leur tour, via la 
circulation générale, agissent sur les gonades et régulent la synthèse des stéroïdes sexuels, la maturation des 
gamètes et le cycle ovarien chez la femelle. L'hypophyse antérieure dérive de l’ectoderme oral et comporte 5 
autres types cellulaires endocrines, les cellules lactotropes, somatotropes, corticotropes, thyréotropes et 
mélanotropes. La mise en place de l’hypophyse et du complexe hypothalamo-hypophysaire au cours du 
développement embryonnaire exige l’intervention de signaux extra-hypophysaires précoces et transitoires 
appartenant à la famille des BMP et des FGF. Ces signaux induisent l'expression transitoire ou permanente de 
facteurs hypophysaires autonomes comme les protéines LIM à homéodomaines (LIM-HD) ISL1 et LHX3, ou 
des facteurs comme GATA2 et PIT1. L’expression du gène du récepteur de la GnRH (Gnrhr) est restreinte aux 
seules cellules gonadotropes par le biais d’un code transcriptionnel impliquant plusieurs facteurs dont le facteur 
stéroïdogénique SF1 et l'hétérodimère formé par LHX3 et ISL1. Ces protéines LIM-HD seraient ainsi 
essentielles non seulement dans les étapes précoces du développement hypophysaire, dès E8.5-E9 chez la souris, 
mais aussi dans les étapes plus tardives de la différenciation du lignage gonadotrope, de E13.5 à E17.5 et dans le 
maintien du phénotype différencié chez l'adulte.   
D’après les données obtenues au laboratoire par des expériences de ChIP on Chip, Isl1 serait la cible de 
FOXL2, un facteur de transcription de la famille Forkhead. Mon projet initial visait à décrire et à préciser les 
interactions entre ces deux facteurs, avec l'hypothèse que ce mécanisme permettrait le maintien tardif de 
l’expression d’Isl1 au cours du développement et chez l’adulte. J’ai donc entrepris de démontrer cette interaction 
par une première approche en transfection transitoire combinant le promoteur de 5 kb d’Isl1 avec un vecteur 
d’expression pour FOXL2 et en utilisant diverses lignées cellulaires : gonadotropes (T3-1 et LT2), lacto-
somatotrope (GH3B6), corticotrope (AtT20) hypothalamique (GT1-7) et neuronale (PC12). Aucun effet de 
FOXL2 n'a pu être décelé suggérant l'existence d'un ou de plusieurs partenaires inconnus qui seraient nécessaire 
à l'action de FOXL2. Toutefois, de façon inattendue et surprenante, une activité élevée du promoteur d’Isl1 a été 
détectée dans toutes les lignées cellulaires testées alors qu’un petit nombre seulement de ces lignées, 
gonadotropes et hypothalamique, exprime les ARN messagers ou la protéine ISL1. Ces données suggéraient que 
le gène endogène codant pour ISL1 était soumis à des mécanismes de régulation épigénétiques auxquels 
échapperait le promoteur transfecté. Ces mécanismes provoqueraient la formation d’une structure 
chromatinienne ouverte ou fermée et donc l’activation ou la répression de la transcription d’Isl1 suivant les 
lignées considérées. J’ai donc entrepris de déterminer et d’étudier la nature de ces régulations épigénétiques en 
utilisant ces modèles de lignées cellulaires, favorisant l’analyse des marques d’activités et d’inactivités des 
histones et l’analyse des profils de méthylation de l’ADN sur le promoteur d’Isl1. La triméthylation sur la lysine 
4 de l’histone H3 (H3K4Me3), l’acétylation sur les lysines 9 et 14 de l’histone H3 et l’acétylation sur la lysine 
14 de l’histone H3 constituent les marques d’activités analysées dans cette étude : ces marques, par des 
mécanismes différents et complexes, favorisent l’ouverture de la structure chromatinienne et donc l’accessibilité 
de l’ADN aux facteurs de transcription. La présence de l’ARN polymérase II au niveau du site d’initiation de la 
transcription, testée avec un anti-PolII-S5-phosphorylée, est un bon indicateur de l’activité transcriptionnelle. En 
revanche, la triméthylation sur la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27Me3) est une marque d’inactivité 
transcriptionnelle corrélée avec une structure chromatinienne fermée. J’ai ainsi utilisé différents anticorps 
capables de reconnaître ces différentes modifications en immunoprécipitation de chromatine : anti-acetyl-histone 
H3K9K14 et anti-acetyl-histone H3K14, anti-methyl-histone H3K4 et anti-methyl-histone H3K27. Ces études 
ont été réalisées par PCR semi-quantitative et quantitative en temps réel en utilisant comme matrice l'ADN isolé 
des différentes immunoprécipitations et des amorces spécifiques ciblant plusieurs promoteurs : Isl1, Gnrhr, Cga, 
Fshb, Lhb, Hprt, POMC et Prl. Je n’ai pas observé de corrélation évidente entre acétylations des histones et 
expression des gènes ni de corrélation entre les deux anticorps anti-acetyl-histone H3K9K14 et anti-acetyl-
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histone H3K14. En revanche, j'ai pu mettre en évidence une corrélation claire entre la marque d'activité 
H3K4Me3 et l'expression des gènes. Inversement, la marque d'inactivité H3K27Me3 s'est révélée corrélée avec 
la répression de l'expression des gènes. Dans un deuxième temps, j’ai étudié le profil de méthylation de l’ADN 
du promoteur d'Isl1 en utilisant les enzymes de restriction HpaII et MspI capables de discriminer les CpG 
méthylés des CpG non méthylés au niveau des motifs CCGG. Cette première analyse indique que dans les 
lignées exprimant Isl1 (lignées T3-1, LT2 et GT1-7) le promoteur est non méthylé sur la région la plus 
proximale et partiellement méthylé au-delà.  En revanche, dans les deux lignées qui n'expriment pas Isl1, la 
méthylation recouvre complètement le promoteur, incluant l'îlot CpG (lignée GH3B6) ou l'excluant (lignée 
AtT20). Ces données sont corrélées avec la présence des marques d'activité et d'inactivité de la chromatine.  
En conclusion, nous pouvons émettre l'hypothèse que l’expression d’Isl1 est vraisemblablement activée 
par des facteurs de transcription ubiquistes, notamment de type SP1, le promoteur d'Isl1 comportant plusieurs 
sites potentiels pour ce facteur. Ce mécanisme serait efficace lorsque le promoteur se trouve dans une structure 
chromatinienne ouverte ou lorsqu'il se situe en dehors de la structure chromatinienne (promoteur transfecté), 
laissant à ces facteurs de transcription libre accès à leur élément de réponse. Un tel processus pourrait s'établir 
physiologiquement dans les stades précoces du développement embryonnaire à 8,5 jours (E8.5) chez la souris 
lorsqu'Isl1 s'exprime de façon ubiquiste dans toutes les cellules progénitrices de la future hypophyse ou poche de 
Rathke. Un peu plus tard, entre E9.5 et E11, l'expression d'Isl1 est progressivement restreinte aux cellules situées 
dans la partie ventrale de l'hypophyse en développement par un gradient dorso-ventral de FGF. L'activation des 
récepteurs aux FGF induirait une fermeture de la chromatine au locus d'Isl1 avec la mise en place des marques 
d'inactivité H3K27Me3 accompagnée de la méthylation de certains sites CpG, comme ceci est observé dans les 
lignées lacto-somatotrope et corticotrope, représentatives des cellules se différenciant dans la partie dorsale de 
l'hypophyse. En revanche, dans la partie ventrale, l'activation des récepteurs aux BMPs, induite par un gradient 
ventrodorsal de BMP2, maintiendrait l'expression d'Isl1 au sein d'une structure chromatinienne ouverte par le 
positionnement des marques d'activité H3K4Me3. Ces mécanismes persisteraient chez l'animal adulte et 
permettraient, entre autres, l'expression ciblée et spécifique d'Isl1 dans les cellules gonadotropes hypophysaires.  
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Mise au point d’un dosage de l’activité kinase de la 
protéine DYRK1A : un candidat pour le retard mental et 
la dégénérescence dans le syndrome de down. 
 
 Introduction générale 1
Le Syndrome de Down ou Trisomie 21  
 Un peu d’histoire : du concept de « l’idiotie » à la définition même 1.1
de la Trisomie 21.  
 
En 1866 a été publiée une description phénotypique d’un syndrome par le Dr Down 
sans que celui-ci n'ait une idée précise de l’origine de cette maladie. Ce syndrome devenu le 
Syndrome de Down (SD) est une maladie chromosomique congénitale ayant pour cause 
première la présence d’un chromosome 21 surnuméraire. C’est en janvier 1959, que Jérôme 
Lejeune, Marthe Gautier et Raymond Turpin démontrèrent l’origine chromosomique du SD 
(Lejeune et al, 1959a et b). A la même époque, une équipe américaine dirigée par Patricia 
Jacobs abouti à la même conclusion (Jacobs et al, 1959 et 1995). Ces découvertes permirent 
de déterminer la cause de « l’idiotie mongoloïde » ou SD, et Jérôme Lejeune proposa alors 
d’appeler cette pathologie la Trisomie 21, « tri » pour trois et « somie » pour pathologie 
concernant les chromosomes. C’est la première anomalie génétique décrite et identifiée chez 
l’Homme et la première pathologie pour laquelle la relation entre le génotype et le phénotype 
était mise en évidence.  
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 Epidémiologie, phénotypes et pathologies associées.  1.2
 Epidémiologie et étiologie de la Trisomie 21.  1.2.1
La trisomie 21 est l’aneuploïdie la plus courante. Une méta-analyse compilant toutes 
les données obtenues à partir des onze systèmes de surveillance de naissances américaines 
entre 1999 et 2001 (Canfield et al, 2006), a déterminé la prévalence du SD à un cas pour 732 
naissances. Une étude plus récente, s’appuyant sur les données de dix régions américaines, 
montre une incidence de 1/800 pour toutes grossesses et une prévalence de 11,8/10 000 
naissances pour l’année 2003 (Shin et al, 2009). Pour compléter ces données, l’étude française 
réalisée sur la population parisienne entre 2001 et 2005 (Dr Catherine de Vigan et 
collaborateurs, 2007 ; http://www.has-
sante.fr/portail/upload/docs/application/pdf/rapport_evaluation_des_strategies_de_depistage_
de_la_trisomie_21.pdf) montre que la prévalence reste stable et est de 7,1/10 000 naissances. 
La prévalence varie en fonction de l’âge de la mère : lorsque celle-ci a 20 ans, elle est de 
1/1500 naissances, 1/1000 naissances à 30 ans, de 1/100 à 40 ans, et de 1/28 à 50 ans. 
La trisomie 21 se présente sous trois formes possibles (Figure 1). La très grande 
majorité des patients présente une trisomie libre, qui est causée par la présence d’un 
chromosome entier surnuméraire (95% des personnes atteintes, Figure 1a). Celui-ci est pour 
95% des cas d’origine maternelle (Epstein et al, 2001 ; Galdzicki et al, 2001). Une autre 
forme de trisomie est la trisomie par translocation robertsonienne d’origine parentale (3 % des 
personnes atteintes, Figure 1b). Il y a fusion de deux chromosomes 21 par translocation sur le 
chromosome 14 ou 21. La formule chromosomique peut être 45, XYder(21)t(21q ;21q) ou 
45,XXder(21)t(21q ;21q) ou lorsqu’il s’agit d’un translocation sur le chromosome 14 : 45, 
XYder(21)t(14 q;21q) ou 45,XXder(21)t(14q ;21q) (Rahmani et al, 1989). Et enfin 2% des 
cas de trisomie 21 sont des mosaïques cellulaires. Deux types de cellules sont alors 
observées : un des types cellulaires comporte le bon nombre de chromosome et l’autre 
possède trois chromosomes 21. Ces cas de trisomies sont d’origine mitotique et interviennent 
au cours de l’embryogénèse (Epstein et al, 2001). 
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Figure 1a 
Trisomie 21 libre 
Caryotype d’une femme atteinte d’une trisomie 21 libre, 47, XX, +21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1b 
Trisomie 21 par translocation 
Caryotype d’une femme atteinte d’une trisomie 21 par translocation robertsonienne 45, XXder(21t)(14q ; 21q) 
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 Phénotypes et pathologies associées.  1.2.2
En 1976, JF. Jackson publia un article dans lequel il rassemblait les descriptions 
phénotypiques issues des observations faites par le Pr Lejeune (Lee et Jackson, 1972 ; 
Jackson et al, 1976). Cette liste de signes phénotypiques fut ensuite affinée grâce à des 
techniques médicales plus précises (Dahmane et al, 1998 ; Epstein et al, 2001). Dans une 
étude récente (pour revue Dierssen et al, 2009) il a été mis en évidence que les variabilités 
phénotypiques observées sont en rapport direct avec les variabilités d’expression de gènes se 
situant sur le chromosome 21. Chaque individu atteint du SD présente une combinaison 
d’affections et de caractéristiques phénotypiques qui lui est propre (pour revue Antonarakis et 
Epstein, 2006). Les symptômes suivants représentent donc une énumération non exhaustive 
des malformations les plus couramment observées chez les personnes trisomiques. 
Le visage est rond, large et aplati avec des joues rondes et latéralement étendues. Les 
yeux sont plus espacés l’un de l’autre, placés de manière oblique avec un repli cutané de 
l’angle interne des paupières ou épicanthus interne et une fissure palpébrale étroite. Le nez est 
aplati à son implantation, les oreilles sont basses et mal repliées, la langue est épaisse avec des 
fissures transversales et occasionne une gêne permanente chez les personnes trisomiques qui 
ont le réflexe de la pousser vers l’extérieure de la bouche (protrusion de la langue). La 
mâchoire est étroite. 90% des personnes concernées présentent une brachycéphalie, ce qui 
témoigne d’une malformation crânienne due à la soudure précoce de la suture coronale 
(Down, 1866 ; Epstein et al, 2001 ; Sureshbabu et al, 2011). 
Les malformations cardiaques qui touchent environ la moitié des personnes 
trisomiques sont la première cause de mortalité. Parmi les anomalies les plus fréquentes il y a 
des anomalies du septum auriculo-ventriculaire, des anomalies des communications inter 
ventriculaires et inter auriculaires de type 2, ainsi que des anomalies aortiques. (Baptista et al, 
2000 ; Barlow et al, 2001 ; Shinohara et la, 2001 ; pour revue Vis et al, 2009). 
Les malformations du tube digestif touchent près de 15% des personnes. Elles se 
manifestent par un duodénum obstrué (Korenberg et al, 1992), des communications 
œsophagiennes et trachéennes anormales (pour revue Torfs et al, 1992 ; Bianca et al, 2002), 
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d’une sténose du pylore, d’un pancréas annulaire et d’une atrésie anale (Levy et al, 1991 ; 
pour revue Torfs et al, 1992). 
Les dystrophies des membres et les anomalies musculaires et squelettiques sont 
également très fréquentes. Les membres supérieurs et inférieurs sont généralement plus courts 
(pour revue Hawli et al, 2009). Les mains sont petites, trapues, et présentent un pli palmaire 
unique et l’auriculaire montre une fréquente brachymésophalangie. Les pieds sont également 
plus petits avec un espace plus prononcé entre le gros orteil et le deuxième doigt du pied. Une 
clinodactylie peut être remarquée au niveau des orteils ou des doigts de la main (Korenberg et 
al, 1994 ; Sureshbabu et al, 2011). L’hypotonicité musculaire ainsi que l’hyperlaxité 
ligamentaire sont fréquentes et même caractéristiques des personnes trisomiques et favorisent 
l’apparition de scolioses, de luxations et d’instabilités articulaires. Cela affecte la motricité de 
ces personnes. La protrusion de la langue et de l’abdomen, mais aussi l’affaissement de la 
voûte plantaire sont des conséquences de l’hypotonicité musculaire. Ce qui va retarder 
l’apprentissage du langage, de la tenue de la tête, de la station assise et de la marche chez les 
enfants (pour revue Hawli et al, 2009). 
Chez les enfants atteints du SD, la marche et le langage sont acquis tardivement, 
conséquences fréquentes de l’hypotonicité musculaire comme vu plus haut, mais également 
d’un dysfonctionnement plus ou moins prononcé du cerveau et des fonctions endocriennes 
(Epstein et al, 2001 ; pour revue Hawli et al, 2009). Le retard de croissance et la petite taille 
sont des traits communs à toutes les personnes trisomiques, caractérisés par un déficit 
significatif en hormone de croissance (GH) et en facteur IGF (Cronk et al, 1988 ; Anneren et 
al, 1990). D’autres hormones voient leurs régulations et leurs fonctions affectées, ce qui va 
engendrer divers troubles, tels qu’une hypothyroïdie congénitale (6% des cas) ou acquise 
(25% des cas) (Karlson et al, 1998 ; Unachak et al, 2008 ; pour revue Hawli et al, 2009). Des 
troubles de la reproduction, du développement des appareils reproducteurs et de la fertilité 
sont aussi des traits communs aux personnes trisomiques. Chez les femmes, il est observé de 
l’hypogonadisme accompagné d’un retard de sécrétion d’androgènes entre six et huit ans, 
ainsi que d’un retard voir une absence d’apparition du cycle menstruel (pour revue Hawli et 
al, 2009). Chez les hommes, une ambiguïté sexuelle peut survenir se manifestant par une 
rétractation du pénis, de petits testicules mais également par un retard voir une absence de la 
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spermatogénèse. Tout cela peut s’accompagner d’une augmentation significative du taux de 
LH et de FSH sanguins (Sakadamis et al, 2002 ; pour revue Hawli et al, 2009).  
Les personnes atteintes du SD ont un retard mental plus ou moins prononcé. Celui-ci 
dépend de chaque personne. Il s’agit d’un trouble caractérisé par des dysfonctionnements de 
plusieurs fonctions cognitives, mais aussi par des malformations cérébrales et cranio-faciales. 
Ces dernières ainsi que l’environnement et les liens sociaux qu’entretiennent ces personnes 
avec leurs entourages joueront un grand rôle dans l’accentuation du déclin cognitif. 
 Le QI et les malformations cranio-faciales 1.2.3
Le Quotient Intellectuel ou QI est un facteur qui est mesuré et utilisé dans le cadre 
d’examens psychologiques chez les enfants trisomiques comme étant une indication 
quantitative standardisée liée à la capacité de reproduire ou non des tâches. Les résultats des 
tests de QI ne fournissent que de simples indications sur les capacités intellectuelles de la 
personne et sur les difficultés cognitives qui peuvent être rencontrées. Ces tests doivent être 
interprétés avec précaution. Poser des conclusions reposant uniquement sur des tests de QI est 
hasardeux et problématique sur le plan éthique. Ceci étant dit, des études (Wishart et al, 
1993 ; pour revue Delabar et al, 2006) montrent, par l’utilisation de différentes échelles et 
tests, que le QI mesuré chez des enfants atteints du SD décline progressivement dès la 
première année de vie. D’autres études ont mis en évidence que ce QI variait entre 25 et 80 
(pour revue Delabar et al, 2006), avec un moyenne située entre 44 et 55 (Vicari et al, 2004 ; 
pour revue Delabar et al, 2006). Pour expliquer ce déclin cognitif, une étude récente (pour 
revue Dierssen et al, 2009) a émis l’hypothèse qu’il existerait un lien entre les déficits 
cognitifs et les déficits linguistiques chez les personnes trisomiques. Selon des études 
cognitives incluant des études linguistiques, l’identification des mots et leurs intégrations 
visuelles ne sont pas déficitaires, en revanche, leur compréhension et l’intégration verbale le 
sont (pour revue Fidler et Nadel, 2007).  Les personnes atteintes du SD ont, pour une très 
nette majorité, de grandes difficultés linguistiques. Cela se traduit par un discours le plus 
souvent aphasique et par l’utilisation limitée de mots de liaisons ou de pronoms (Vicari et al, 
2004). 
Les malformations cérébrales et cranio-faciales furent révélées par le biais d’études 
post-mortem, d’études d’électrophysiologies et d’études d’imagerie médicale par IRM. Elles 
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sont utilisées à l’appui des observations rendant compte des difficultés de mémorisation et 
d’apprentissage que rencontrent les personnes trisomiques. D’après les observations 
recueillies, il y a une diminution de près de 25% du poids et du volume du cerveau (pour 
revue Delabar et al, 2006). Les IRM d’enfants et d’adolescents montrent une diminution de 
17% du volume total avec une répartition régionale de cette diminution qui varie de manière 
hétérogène. Le volume du cervelet est réduit de 30%, l’hippocampe, l’amygdale, les lobes 
temporaux et le lobe frontal présentent également une réduction de volume (Pinter et al, 
2001a/b ; pour revue Lubec et al, 2002), alors que l’on observe une augmentation de la 
substance grise au niveau du cortex cérébrale et du cortex entorhinal de l’hippocampe (White 
et al, 2003 ; Teipel et al, 2004). S’associe à cela une diminution du nombre de neurones dans 
certaines régions du cerveau, en particulier le cervelet, l’hippocampe et le cortex frontal, un 
défaut de myélinisation des axones, une réduction de la taille des dendrites et du nombre des 
épines dendritiques (Wisniewski et al, 1990 ; Koo et al, 1992 ; Golden et al, 1994 ; Takashima 
et al, 1994 ; Guidi et al, 2008). Parmi les malformations cranio-faciales les plus courantes, la 
brachycéphalie est détectée chez près de 90% des personnes trisomiques (pour revue Delabar 
et al, 2006). 
 Le vieillissement et la maladie d’Alzheimer 1.2.4
Parler de vieillissement pour des enfants, des adolescentes et des jeunes adultes n’est 
pas naturel en soi. Mais le contexte génétique des personnes trisomiques est associé, par le 
biais de divers mécanismes, à une diminution de l’espérance de vie et l’apparition d’un 
vieillissement précoce. L’espérance de vie, qui en 1929, était de 9 ans, ne dépassait pas 25 ans 
en 1980. Elle est de plus de 55 ans aujourd’hui et environ 25% des personnes trisomiques 
dépasseront 60 ans (Glasson et al, 2002). Cette espérance de vie n’a cessé de croître depuis les 
dernières décennies grâce en particulier aux techniques médicales évoluant et permettant de 
prendre en charge bon nombres de pathologies associées à la trisomie 21. 
Les signes de vieillissement précoce, fréquents chez les individus atteints de trisomie 
21, affectent des organes très divers : le thymus, la peau, l’œil, le système endocrinien et le 
système nerveux central. Des défauts dans l’expression des enzymes oxydants ainsi que des 
perturbations touchant les hormones thyroïdiennes et hypophysaires pourraient être 
impliquées 
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On observe chez les personnes trisomiques de plus de 35 ans des changements neuro-
histopathologiques similaires à ceux observés chez des patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer de forme sporadique, âgés de plus de 60 ans : même distribution de plaques 
amyloïdes et de dégénérescences neurofibrillaires, même marquage des lésions par 
immunohistochimie. Ces modifications sont associées à une démence dans 30 à 40% des cas. 
De plus le métabolisme de l’APP, mesuré dans le plasma par les taux des peptides Abeta40 et 
Abeta42 est altéré chez les patients très jeunes (dès huit ans) (Mehta et al, 2003). Les raisons 
pour lesquelles les individus trisomiques développent ces lésions et présentent des risques 
accrus de démence sont inconnues. Bien que la duplication du gène APP apparaisse suffisante 
pour permettre l’expression de la maladie d’Alzheimer (Rovelet-Lecrux et al, 2006), d'autres 
gènes du chromosome 21 associés à APP pourraient être impliqués dans ce processus. 
 
 Le chromosome 21 1.3
 Sa structure 1.3.1
Le bras long du chromosome 21 (21q) fut séquencé à 99.7% en l’an 2000 puis 
référencé dans le cadre du séquençage du génome humain. Le chromosome 21 est de type 
acrocentrique, c’est le plus petit des autosomes du caryotype humain. Il possède un bras court 
ou 21p et un bras long ou 21q, et couvre 1,5% du génome humain (Patil et al, 1994 ; 
Osoegawa et al, 1996 ; Lapenta et al, 1998 ; Wang et al, 1998). Plus de 271 gènes sont 
répertoriés dans les bases de données. Les recherches ont permis d’ores et déjà de constater 
que la plupart des gènes se trouvant sur le chromosome 21 humain se retrouvent sur trois 
chromosomes chez la souris : 10, 16 et 17 (Figure 2) (Guimera et al, 1997b ; Blouin et al, 
1998 ; pour revue Antonarakis et al, 2004). 
L’analyse phénotypique et génotypique de patients porteurs de trisomies 21 partielles 
a permis de définir une région critique du chromosome 21 dont la duplication est associée à 
l’apparition de 13 signes caractéristiques (selon la liste de Jackson, 1976) de la trisomie 21 
dont le retard mental. Cette région, appelée DCR-1 (nomenclature du 6th Intl Workshop, Cold 
Spring Harbor) (Korenberg et al, 1996-1997) ou Down syndrome Chromosomal Region 1, 
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s’étend sur 2,3 Mb et est localisée entre les gènes CBR et ERG en 21q22.2 (Rahmani et al, 
1989 ; Delabar et al, 1993 ; Dahmane et al, 1998).  
La DCR-1 (Figure 3) représente 1/20ème du bras long et contient une trentaine de 
gènes identifiés à l’heure actuelle. L’importance de cette région a été récemment renforcée 
par la publication d’observations portant sur une mère et ses deux enfants porteurs d’une 
petite duplication (13 gènes) située à l’intérieur de la région DCR-1 et qui semblerait 
impliquée dans l’établissement d’un retard mental, d’une dégénérescence de type Alzheimer, 
d’un retard de croissance, d’une hypotonicité musculaire et d’une hyperlaxité ligamentaire 
(pour revue Antonarakis et al, 2004 ; Arron et al, 2006 ; Ronan et al, 2007 ; Rachidi et al, 
2008). Une étude japonaise plus récente (Fujita et al, 2010) semble confirmer l’hypothèse 
selon laquelle l’expression des gènes situés au niveau de la DCR-1 serait impliquée dans le 
développement physiologique et pathologique du cerveau et aurait un lien avec la 
dégénérescence de type Alzheimer observée chez les personnes trisomiques. Une 
microdélétion au sein de cette région a été mise en évidence lors d’études chez des enfants 
trisomiques présentant une microcéphalie sévère, un retard de croissance, une opacité de la 
cornée et un retard mental prononcé. Ces résultats sont cohérents avec une autre étude 
(Belichenko et al, 2009) mettant en avant dans cette région la localisation de gènes important 
pour le développement neurologique 
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Figure 2 
Régions synténiques entre le chromosome 21 humain et les chromosomes de souris (MMU) 10, 
16 et 17 (adapté d’après Antonarakis et al, 2004).  
 
Le chromosome 21 humain est le plus petit des autosomes, il est acrocentrique et compte à l’heure actuelle plus 
de 271 gènes représentant 1,5 % du génome humain. Les gènes présents sur le chromosome 21 humain se 
répartissent sur trois chromosomes chez la souris : 154 gènes (23,3 Mb) du chromosome 21 se trouvent sur le 
chromosome MMU16, parmi eux, DYRK1A et APP. Trois modèles de souris transgéniques, trisomiques pour 
une partie des gènes du MMU16 pour les Ts1Cje et Ms1Ts65 et trisomiques pour tous les gènes du MMU16 
pour les Ts65Dn.   
 
A droite sont indiqués les modèles d’études murins permettant d’étudier les différents gènes du chromosome 21. 
Certains modèles contiennent la DCR-1 : les souris Ts1Cje, Ts65Dn, Ts16, ES#21 et Tc1 sont des souris 
transgéniques utilisées pour les études sur la trisomie 21. Les souris 152F7 sont des souris transgéniques portant 
un YAC humain comprenant gène codant la kinase DYRK1A.   
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Figure 3 
La région DCR-1 « Down Syndrome Chromosomal Region-1 » (adapté d’après Rachidi et 
Lopes, 2008).  
 
La région DCR-1 (zone grisée) est localisée entre les loci 21q22.13 et 21q22.2. Elle s’étend entre les gènes 
CBR1 (codant l’enzyme carbonyle réductase) et ERG (codant le facteur de transcription de la famille des Ets) et 
comprend le gène DYRK1A (codant l’enzyme kinase à double spécificité Tyr-Ser/Thr). Elle est désignée « région 
critique » car elle contient certains gènes associés à plusieurs phénotypes caractéristiques des personnes 
trisomiques. La DCR-1 est impliquée dans le développement du cerveau.  
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 Gènes candidats ? Pourquoi pas !  1.3.2
Plusieurs résultats collectés au cours des vingt dernières années laissent penser que 
tous les gènes portés par le chromosome 21 ne sont pas impliqués dans le retard mental et que 
seule une petite portion d’entre eux en est la cause (pour revue Antonarakis et al, 2004 ; Olson 
et al, 2007 ; Lyle et al, 2009). On peut faire la même analyse pour d’autres signes 
phénotypiques comme les malformations cardiaques ou les anomalies de la face. Ces 
hypothèses amènent à définir la notion de gènes candidats en utilisant un ou plusieurs 
critères : 
 Territoires d’expression reliés au phénotype : un gène candidat sera le plus 
souvent exprimé dans le territoire d’expression du phénotype 
 Fonctions : les données fonctionnelles associées au gène permettent de classer 
des candidats potentiels 
 Niveau de surexpression dans le tissu cible : tous les gènes en trois copies ne 
sont pas surexprimés et l’existence d’une surexpression dans le territoire 
concerné par le phénotype étudié est constitué un pré requis. 
 Localisation chromosomique de régions critiques 
Selon ces critères, parmi les gènes susceptibles d’être de bons candidats, CRYA1 est 
candidat dans l’apparition de la cataracte, SOD dans l’apparition du vieillissement accéléré et 
de déficits immunitaires, APP dans l’apparition de la maladie d’Alzheimer et DYRK1A dans 
l’apparition du retard mental mais aussi de la maladie d’Alzheimer (Ait Yahya-Graison et al, 
2007 ; pour revue Megarbane et al, 2009). Ce dernier gène fait l’objet de notre étude 
 Les modèles d’études murins 1.3.3
Afin de comprendre et d’étudier les effets de la surexpression des gènes mais aussi 
leurs fonctions physiologiques, différents modèles murins sont utilisés. Deux stratégies 
complémentaires sont actuellement développées pour modéliser les effets de la trisomie 21 
chez la souris. Quelques modèles murins sont représentés la Figure 4 : 
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Figure 4 
Les modèles d’études murins du Syndrome de Down (adapté d’après Pennachio et al, 2003 ; 
Delabar et al, 2006) 
 
Le séquençage des génomes humain et murin et les études de comparaison des génomes ont permis de mettre en 
évidence des segments synténiques conservés. Les régions homologues du chromosome 21 humain sont 
localisées au niveau de trois chromosomes chez la souris (MMU10, MMU16 et MMU17). La première région se 
trouve sur MMU10 et contient 58 gènes, la deuxième sur MMU17 et contient 23 gènes et enfin la troisième 
région s’étend sur 23,3 Mb et comprend plus de 154 gènes. Deux sortes de modèles existent : des modèles 
murins contenant des gènes murins (par exemple les Ts65Dn, les TS1Cje et les Ts16) et des modèles murins 
contenant des gènes humains (comme les Tc1, les TgYAC152F7 et les ES#21).   
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1.3.3.1 	ABCC	DDEFAEEFEDE
La partie distale du chromosome 16 murin est synténique d’une grande partie du bras 
q du chromosome 21 humain. Les trisomies 16 complètes sont létales chez la souris. Deux 
lignées de souris, porteuses de translocations non équilibrées, aboutissant à des trisomies 16 
partielles, ont été créées : les Ts65Dn (Davisson et al, 1993), avec une trisomie pour un 
fragment correspondant à 123 gènes identifiés chez l’homme, et les Ts1Cje (Sago et al, 2000) 
avec une trisomie correspondant à 91 de ces mêmes gènes humains. Ces deux lignées 
contiennent la région synténique de la DCR-1.  
Les premières observations effectuées sur les Ts65Dn identifient des modifications au 
niveau du cerveau et du cervelet proches de certaines de celles observées dans la trisomie 21 
(Holtzman et al, 1996 ; Haydar et al, 1996 ; Baxter et al, 2000). Certaines, comme la 
réduction du volume cérébelleux sont présentes chez les Ts1Cje (Olson et al, 2004a). 
Ces modifications sont absentes chez un troisième modèle, les Ms1Ts65, contenant 
une duplication correspondant à 32 gènes 24. On a donc bien, chez la souris, des 
manifestations morphologiques induites par la duplication d’un fragment chromosomique qui 
sont associées à la duplication d’une petite région du 16 murin.  
1.3.3.2 D BAEFED 	A EBE   EBEAEB DE D 	CDD FE
DAE
Smith et Rubin ont utilisé des YACs humains, provenant du contig que nous avons 
décrit dans la DCR-1, pour construire des modèles par injection de ces YACs dans des 
ovocytes de souris FVB/N (ce sont les YACs 285E6, 152F7, 141G6 et 230E8) (Smith et al, 
1995). Deux lignées ont été obtenues par YACs (avec une à deux copies seulement) et une 
première analyse a fait apparaître des modifications morphologiques et comportementales 
pour deux de ces YACs (Smith et al, 1997). Le YAC humain 152F7 contient cinq gènes 
connus DSCR5, TPRD, DSCR9, DCRA, DYRK1A dans un ordre proximal-distal sur le 
chromosome 21. Il chevauche en partie le YAC 141G6 qui contient les gènes DCRA, 
DSCR9, TPRD, DSCR5 et DSCR6. Lorsqu’un phénotype apparaît dans les tgYAC152F7 et 
qu’il est absent dans les tgYAC141G6 on peut supposer que c'est le gène DYRK1A qui est en 
la cause ou bien la combinaison de la surexpression de ce gène et d’un autre gène porté par ce 
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même YAC. Or plusieurs modifications phénotypiques apparaissent dans les souris porteuses 
de la lignée 152F7 sur fond génétique FVB/N : une modification globale au niveau du 
cerveau observable par des mesures de poids et des modifications comportementales 
accompagnées de la diminution des capacités d’apprentissage.  
1.3.3.3 CEFED
Il existe plusieurs types de construction (ADNc, gène) utilisées pour la réalisation de 
ces modèles qui permettent d’attribuer un phénotype à la surexpression d’un seul gène. En 
exemples, nous citerons certains des modèles que nous avons précédemment construits et/ou 
analysés. 
	ABCDEF
Le gène sim2 (DCR-1) est un facteur de transcription de type bHLH impliqué dans la 
neurogenèse précoce. Il est aussi exprimé dans le cartilage et le muscle. La forme courte de ce 
gène est un marqueur de tumeurs du colon.  
Nous avons construit des souris transgéniques pour le gène SIM2 humain en utilisant 
la technique d’injection directe dans les ovocytes. Le transgène est un BAC de 200kb 
contenant les séquences régulatrices. La première lignée correspond, par accident d’insertion, 
à une invalidation du gène endogène et présente un phénotype rappelant une description 
précédente d’un modèle d’invalidation montrant des modifications du squelette vertébral et 
une forte obésité. La deuxième lignée surexprime le gène sim2 d’un facteur 1,5. 
B
Ces animaux transgéniques possèdent 16 copies d’un fragment de 11kb contenant le 
gène SOD1 entier. (Paris D et al, Mouse Genome 1996, 93 :1038-1040). La surexpression est 
de 3 à 10 suivant les organes et l’âge et produit plusieurs modifications phénotypiques.  
DBD !
Cette construction faite dans le laboratoire de G. Carlson utilise un promoteur prion 
pour contrôler l’expression d’APP, 28 copies aboutissant à une surexpression de 1,5 (Carlson 
et al, 1997). 
32 
 
Protéine DYRK1A : candidat pour le retard mental et la 
dégénérescence dans le Syndrome de Down 
 
La région DCR-1 contient 20 gènes dont la sérine/thréonine kinase, DYRK1A, qui est 
l’un des principaux gènes candidats. DYRK1A est une protéine qui appartient à la famille des 
Dual-specificity tyrosine-Regulated Kinases ou DYRK, protéines kinases à double 
spécificité (Tyr-Ser/Thr kinases). 
L’implication de cette protéine dans le retard mental et la dégénérescence du SD a été 
mise en évidence dans les années 1990, avec des études menées chez la drosophile et les 
rongeurs.  
Chez la drosophile, le gène minibrain (mnb) code une protéine Ser/Thr kinase qui est 
impliquée dans la régulation du nombre de cellules neuronales. En effet, lorsque mnb est muté 
et non fonctionnelle, on observe une réduction de taille des lobes optiques et des hémisphères 
cérébraux, un déficit dans l’apprentissage et une hypoactivité (Tejedor et al, 1995). 
L’homologue de mnb chez le rat et la souris est Dyrk. Deux transcrits de 6.1 kb et 3.1 kb ont 
été identifiés par hybridation in situ, dans le cerveau, en particulier dans le bulbe olfactif, le 
cortex cérébral, les cellules pyramidales de l’hippocampe et des noyaux de l’hypothalamus. 
(Guimera et al, 1996 ; Kentrup et al, 1996). L'ensemble des données obtenues sur Mnb et 
Dyrk suggère que cette kinase a un rôle dans la neurogenèse, un processus très conservé chez 
les Vertébrés. 
L’importance de ce gène a été renforcée par les résultats d’études fonctionnelles et par 
l’analyse phénotypique de modèles de surexpression (Guimera et al, 1996 ; Song et al, 1996 ; 
Shindoh et al, 1996 ; Smith et al, 1997 ; Ohira et a, 1997). La surexpression de DYRK1A 
dans un modèle de souris transgéniques a permis de montrer que l’activité kinase pourrait être 
impliquée dans certains processus liés à l’apprentissage et à la mémoire (Alvarez et al, 2007). 
Les études préliminaires chez les souris Ts65Dn (Reeves et al, 1995 ; Coussons-Read et al, 
1996 ; Dierssen et al, 1997 ; Escorihuela et al, 1998 ; pour revue Kola et Hertzog, 1998) ainsi 
que les TgDyrk1A (Altafaj et al, 2001) et les Dyrk1A+/- et Dyrk1A-/- (Fotaki et al, 2002) 
révèlent l’importance de DYRK1A. Chez les TgDyrk1A, la surexpression de Dyrk1A 
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favorise un développement tardif des motoneurones, conduisant à une hypotonie, et une 
hyperactivité, similaire aux Ts65Dn, qui semble être dépendante des facteurs 
environnementaux. Des déficits cognitifs incluant la mémoire spatiale, qui requiert 
l’intégration d’informations visuelles et spatiales, sans altération de la mémoire de travail 
contrairement aux Ts65Dn, sont décrits chez les TgDyrk1A et révèlent un profil de 
dysfonctionnement de l’hippocampe et du cortex préfrontal (Altafaj et al, 2001). Chez les 
Dyrk1A+/- et Dyrk1A-/-, les résultats montrent clairement un défaut de développement du 
système nerveux central, une réduction du nombre de neuroblastes et une dérégulation de la 
différenciation neurale (Fotaki et al, 2002). L’ensemble de ces données a conduit à considérer 
DYRK1A comme une enzyme contribuant à certains phénotypes pathologiques de la trisomie 
21 et plus particulièrement au déficit mental (Alvarez et al, 2007). 
 
 Les kinases  1.1
 Généralités sur les kinases 1.1.1
Les kinases sont des enzymes du groupe des transférases qui catalysent les réactions 
de phosphorylation par addition d'un groupement phosphate sur un substrat (protéine, lipide, 
sucre) (Hanks et Hunter, 1995 ; pour revue Ubersax et al, 2007).  
Le mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation est un mécanisme de régulation 
extrêmement courant dans la cellule, on estime par exemple qu'environ 30% du protéome est 
régulé par ce biais. La famille des kinases est une très grande famille, présentant une grande 
diversité tant concernant leurs mécanismes, leurs formes, le lieu de leurs actions et de leurs 
synthèses que leurs actions et leurs interactions. Elles régulent toutes les fonctions cellulaires 
à diverses étapes et permettent d’accélérer des réactions et d’amplifier les stimuli (Cheek et al, 
2005). Les kinases sont regroupées dans un ensemble appelé le kinome, représentant près de 
2% du génome (pour revue Manning et al, 2002 ; pour revue Taylor et Kornev, 2011). 
Une des façons de classifier les kinases est de les trier par homologies et degrés de 
similitude. Dans ce cas, les kinases appartiennent à deux superfamilles : les kinases 
eucaryotes typiques (ePK), qui sont au nombre de 478 et les kinases atypiques (aPK) au 
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nombre de 40. Les superfamilles vont différer par leurs domaines catalytiques et par leurs 
activités kinasiques. Les ePK présentent une certaine similitude concernant leur domaine 
catalytique (Hanks et al, 1988 ; pour revue Manning et al, 2002).  DYRK1A appartient à la 
superfamille ePK, du groupe CMGC (DYRK, CDK, MAPK, GSK, CK2 et SRPK). Ce 
groupe contient huit familles et vingt-quatre sous-familles (pour revue Manning et al, 2002 ; 
Kannan et Neuwald, 2004 ; pour revue Becker et al, 2011). 
Une autre façon de classer les kinases est de considérer le seul domaine catalytique et 
plus précisément le site de fixation du donneur de groupement phosphate (ATP et/ou GTP). 
Avec ce critère, on distingue trois familles : 
- Les protéines sérines/thréonines (Ser/Thr) (PSTK) qui représentent 80% des kinases. 
Parmi les plus communes, on peut citer PKA, PKC, PKG, les CAMK (Kinase Ca2+-
Calmoduline dépendante), les MAPK dont ERK, les GSK3 (pour revue Bayer et Schulman, 
2001 ; pour revue Ubersax et al, 2007 ; pour revue Shi Y, 2009).  
- Les protéines tyrosines kinases (PTK), (environ 20% des kinases), qui phosphorylent 
des résidus tyrosines d’une séquence consensus d'un substrat protéine. Elles sont divisées en 
deux groupes, d'une part les PTK solubles cytoplasmiques et nucléaires (Pawson, 1995 ; pour 
revue Pawson et Kofler, 2009) et d'autre part, les récepteurs PTK transmembranaires, qui sont 
activées par la médiation d’un facteur de croissance et/ou d’un ligand qui s'y fixe induisant un 
changement de conformation du domaine intracellulaire et une autophosphorylation 
intramoléculaire. TRKA sur lequel se fixe le NGF est un exemple de récepteurs PTK (pour 
revue Schlessinger, 2000 ; pour revue Hubbard et Miller, 2007).  
- Les protéines tyrosines-sérines/thréonines (Tyr-Ser/Thr) kinases, représentent la 
troisième famille, très minoritaire en proportion. Ce sont des protéines à double spécificité qui 
sont capables de phosphoryler des résidus Ser/Thr mais aussi Tyr. Elles sont appelées les 
Dual-Specificity Kinase (DSK) ou Sérine-Thréonine-Tyrosine Kinase (STYK) (pour revue 
Lindberg et al, 1992 ; Becker et al, 1998 ; pour revue Dhanasekaran et al, 1998). La famille 
des DYRK (dont DYRK1A) appartient à cette famille, elles s’autophosphorylent sur des 
résidus Tyr, situés dans la boucle d’activation, afin de phosphoryler des résidus Ser/Thr au 
niveau de la séquences consensus des protéines cibles. 
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 Structures générales des kinases 1.1.2
Les kinases possèdent trois domaines : 
Le domaine central ou domaine catalytique (Figure 5), est hautement conservé, il 
porte l’activité kinase. Les régions Nter et Cter sont des régions plus variables selon les 
kinases (Hanks et al, 1988 ; Hanks et Quinn, 1991 ; Hanks et Hunter, 1995 ; pour revue 
Kornev et Taylor, 2010 ; pour revue Taylor et Kornev, 2011). Le domaine catalytique permet 
la liaison et l’orientation du donneur de groupement phosphate vers le groupement accepteur 
(résidus Ser, Thr, Tyr du substrat).  
Le domaine N qui comprend quatre sous-domaines (I à IV) s’organise en feuillets  et 
hélices , conférant une structure très flexible, il va participer à la formation de la poche 
hydrophobe qui va recevoir l’ATP ou le GTP au cours du cycle catalytique et va jouer un rôle 
dans le transfert du phosphate (pour revue Kornev et Taylor, 2010). 
Le fragment liant les domaines N et C comprend le domaine V, formé de deux 
feuillets , il ne possède pas de séquence consensus, il possède un rôle d’aide à l’ancrage de 
l’ATP, participe à la formation de la poche hydrophobe et à la liaison du substrat en 
établissant des liaisons hydrogènes et ioniques (pour revue Kornev et Taylor, 2010). 
 Le domaine C (Figure 6 et 7) comprend les domaines VI à XI et va s’organiser 
également en feuillets  et hélices . Les domaines VIB et VII contiennent des séquences 
consensus et sont formés de feuillets . Les feuillets du domaine VIB forment la boucle 
catalytique qui renferme le site actif, c’est-à-dire les résidus Ser, Thr et Tyr impliqués dans 
l’activation de la protéine kinase.   
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Figure 5 
Structure tridimensionnelle d’une protéine kinase de la famille des ePK et de son domaine 
catalytique (d’après Kornev et Taylor, 2010) 
Une protéine kinase type est composée d’un lobe N et d’un lobe C. l’ATP se positionne et se fixe au sein d’une 
poche plus ou moins profonde formée entre les deux lobes. Le substrat à phosphoryler se fixe sur un site 
spécifique situé au niveau du lobe C  
Le lobe N (vue aérienne à droite) comporte 5 feuillets  et une hélice C. Cette hélice est associée à l’activation 
de l’enzyme. Il a une structure flexible par la présence d’une boucle appelé « G-loop » associant les feuillets 1 
et 2 
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Figure 6 et 7 
Structure tridimensionnelle du lobe C et des épines C et R d’une protéine kinase de la famille 
des ePK (d’après Kornev et Taylor, 2010) 
 
Figure 6 : Le lobe C est composé d’hélices  et d’un segment d’activation (en rouge) situé à proximité de 
l’hélice C du lobe N. Au sein de la boucle catalytique se trouve le site de phosphorylation primaire, responsable 
de l’activation de l’enzyme.  
Figure 7 : La flexibilité de l’enzyme est permise par la présence d’un modèle en épine et permet et facilite les 
interactions nécessaires à la liaison de l’ATP et du substrat. Ce modèle est composé d’une épine catalytique ou 
« C-spine » en jaune et d’une épine régulatrice ou « R-spine » en rouge. Le résidu Met120 localisé au niveau du 
feuillet 5 contrôle l’accès de l’ATP ou « gatekeeper ». 
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 Rôles dans le système nerveux   1.1.3
Les kinases jouent un rôle important dans la plasticité synaptique et entrent dans la 
constitution des synapses. La plasticité synaptique représente l’ensemble des changements 
structuraux et moléculaires intervenant au niveau des synapses au cours de l’apprentissage et 
de la mémorisation. Les neurotransmetteurs qui sont libérés dans la fente synaptique vont se 
fixer sur leurs récepteurs spécifiques. Le récepteur peut être un canal ionique comme les 
NMDAR ou AMPAR, couplé à la protéine G comme les GnRHR, à activité tyrosine kinase 
comme TrkA et TrkB et d’autres types. Cette fixation active le récepteur ce qui induit la 
transduction du signal via les différentes voies de signalisation. Les kinases (CAMKII, 
DYRK1A, MAPK, PKA, PKC…) vont alors jouer des rôles essentiels et indispensables dans 
cette transduction du signal. Les études sur les modèles murins de la trisomie 21 ont permis 
de suggérer le rôle probable de ces kinases dans l’établissement d’un retard mental chez les 
personnes trisomiques ainsi que dans l’apparition de plaques amyloïdes, de dégénérescences 
neurofibrillaires et de démence (pour revue Lee, 2006). 
Ces kinases ont un rôle essentiel dans la LTP, via un lien étroit entre les CAMKII, 
PKA, PKC, DYRK1A et les récepteurs AMPA et NMDA et induisent la transcription de 
nombreux gènes par activation de nombreux facteurs de transcription comme par exemple 
l’activation de CREB par DYRK1A. Elles ont un rôle dans la régulation des récepteurs eux-
mêmes, c’est-à-dire leur désensibilisation, leur agrégation membranaire (pour revue 
Collingridge et al, 2004 ; pour revue Lee, 2006) et dans le développement embryonnaire 
incluant celui du cerveau (pour revue Rice et Barone, 2000 ; Ballif et al, 2004). Elles sont 
indispensables pour le bon déroulement de la prolifération, la migration, la différenciation, 
l’apoptose, la croissance axonale et dendritique, la synaptogénèse. A ce titre, DYRK1A est 
représentatif de ces multiples fonctions. 
Les kinases, outre leurs rôles dans la plasticité synaptique, vont intervenir dans le 
développement du cerveau (Ballif et al, 2004), au cours duquel interviennent les processus de 
prolifération cellulaire, de migration et différentiation cellulaire, d’apoptose, de croissance 
axonale et dendritique et de synaptogénèse. Pour que tous ces évènements puissent 
s’effectuer, de très nombreux facteurs moléculaires, dont des kinases, vont être mis à 
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contribution lors de l’embryogénèse (pour revue Rice et Barone, 2000 ; pour revue Huang et 
Reichardt, 2001 ; pour revue Reichardt, 2006). 
 
 La protéine DYRK1A  1.2
 Gène  1.2.1
Le gène DYRK1A est localisé sur le chromosome 21, sur le bras long dans la région 
DCR-1 en 21q22.13, 11 transcrits et 5 isoformes ont été mis en évidence. Ce gène s’étend sur 
148.5 kb et comporte 16 exons et 15 introns (Wang et al, 1998 ; Guimera et al, 1999 ; 
Yamada et al, 2004 ; Maenz et al, 2008) (Figure 3). Le promoteur du gène est sans boîte 
TATA, et présente une région riche en CG. Trois îlots CpG sont mis en évidence (CpGplot, 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/) de -1049 à +1344 : un premier de 907 pb (de -
1049 à -143), un deuxième de 1108 pb à cheval sur le site d’initiation de transcription (SST) 
(de -131 à +976) et un troisième de 293 pb (de +1052 à +1344) (Yamada et al, 2004 ; Maenz 
et al, 2008). Des sites de liaison pour des facteurs de transcription comme SP1, CREB, AP4 
sont présents en région 5’ (Guimera et al, 1999 ; Maenz et al, 2008). Des études de CHIP-Seq 
ont montré au niveau du promoteur essentiel du gène DYRK1A des sites de fixation pour 
l’ARN polymérase II et une régulation épigénétique a été détectée au niveau des histones 
H2AZ et sur la lysine 4 de l’histone H3 (H3TriMeK4). Ces trois marqueurs sont 
caractéristiques d’une activité transcriptionnelle (Maenz et al, 2008). En 3’, une séquence 
signal de Polyadénylation (AATAAA), trois queues poly A atypiques et sept motifs ATTTA 
impliqués dans la déstabilisation de l’ARN, suggérant une régulation par des microRNA, ont 
été mis en évidence par séquençage d’ADNc (Guimera et al, 1999).   
Ont été identifiés à l’heure actuelle 62 orthologues de DYRK1A. Chez la souris, le 
gène Dyrk1A est localisé sur le chromosome 16qC6, il mesure125 kb (Song et al, 1997). Chez 
le rat et la souris, le gène Dyrk1A est localisé sur le chromosome 11q et 16q (Kentrup et al, 
1996) ; Chez la drosophile, il est situé sur le chromosome X16E2-16F1 et porte le nom de 
minibain ou mnb (Tejedor et al, 1995). Chez l’Homme, huit paralogues de DYRK1A 
existent : quatre appartenant à la famille des DYRK (DYRK1B, DYRK2, DYRK3 et DYRK4) et 
quatre à la famille des HIPK (Homeodomain-Interacting Protein Kinase, HIPK1, HIPK2, 
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HIPK3 et HIPK4). Leurs localisations chromosomiques, le rôle de chacun de ces gènes, la 
taille de leur protéine, le nombre de transcrits alternatifs, leurs expressions et localisations 
cellulaires sont différentes de DYRK1A (pour revue Hämmerle et al, 2003 ; pour revue Park 
et al, 2009a/b). 
 Expression  1.2.2
D’après les études réalisées in vivo et in vitro chez les Vertébrés, l’expression de 
DYRK1A est ubiquiste. Sa localisation est cytoplasmique et/ou nucléaire (Guimera et al, 
1999 ; Okui et al, 1999).  
Chez la drosophile, trois transcrits alternatifs du gène mnb ont été identifiés de tailles 
6.1kb (majoritaire), 4.4 kb et 4.2 kb. Ces transcrits sont exprimés à différents stades du 
développement embryonnaire et au stade adulte (Tejedor et al, 1995). Chez le rat, deux 
transcrits de 6.1 kb (majoritaire) et 3.1 kb sont détectés et sont exprimés de manières 
différentes aux stades embryonnaires et adulte. Au cours du développement embryonnaire le 
transcrit de 6.1 kb est exprimé entre autre dans le cortex cérébral, dans l’hippocampe, 
l’hypothalamus et le mésencéphale (Okui et al, 1999). Chez l’adulte, les deux transcrits sont 
ubiquistes ; ils sont exprimés notamment dans le cœur, les muscles, les organes reproducteurs, 
les organes lymphoïdes primaires, les poumons et le cerveau (Kentrup et al, 1996 ; Becker et 
al, 1998). Chez la souris, au cours du développement embryonnaire deux transcrits ont été mis 
en évidence de taille 6.1 kb et 4 kb. A E13-15.5 ; ils sont détectés majoritairement dans la 
moelle épinière, au niveau du télencéphale, des lobes olfactifs et de l’ébauche optique. 
Cependant, un signal est perceptible dans le mésencéphale et le métencéphale. A E17, le 
signal est majoritaire au niveau de l’œil, des lobes olfactifs et du cortex cérébral (Song et al, 
1996 ; Shindoh et al, 1996). Après la naissance, les transcrits détectés chez la souris sont 
également au nombre de deux, mais de tailles différentes. Un de 6.1 kb (majoritaire) et un de 
3.1 kb. C’est dans les bulbes olfactifs, le cortex cérébral, l’hippocampe, le thalamus et le 
cervelet que ces transcrits sont généralement détectés bien que ce signal soit aussi visible dans 
le cœur, les poumons, le foie et les organes reproducteurs (Guimera et al, 1996). Enfin chez 
l’Homme, le gène DYRK1A code deux transcrits alternatifs. Un majoritaire de 6.1 kb exprimé 
au cours du développement embryonnaire et chez l’adulte. Chez le fœtus humain, on le 
retrouve dans les tissus cérébraux, le foie, les poumons à différents stades du développement. 
Chez l’adulte, l’expression de ce transcrit est ubiquiste avec un gradient d’expression. Il est 
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fortement exprimé dans le cerveau (dans l’hippocampe, le cortex cérébral, le cervelet, le 
thalamus), dans les muscles et les organes reproducteurs ; en revanche, son expression est 
faible dans les poumons. Le deuxième transcrit, minoritaire, de 7.5 kb est exprimé dans le 
cœur, le placenta et les organes reproducteurs (Guimera et al, 1997a et 1999, Chen et al, 
1997). 
Au niveau du cerveau d’embryons de souris, Dyrk1A est exprimé durant la 
neurogenèse au niveau des cellules épithéliales du tube neural, de la crête neurale et des 
placodes ectoblastiques et dans le cerveau antérieur au sein du bulbe olfactif, de 
l’hippocampe, du thalamus et de l’hypothalamus, dans le mésencéphale, en particulier dans le 
cervelet en développement et dans les noyaux du tronc cérébral et enfin dans le 
rhombencéphale (Rahmani et al, 1998 ; pour revue Hämmerle et al, 2003 ; Hämmerle et al, 
2008). Chez les souris adultes, l’expression de Dyrk1A est détectée au sein du cerveau 
antérieur, du mésencéphale et du cerveau postérieur tout particulièrement dans le cervelet et la 
substance grise de la moelle épinière (Marti et al, 2003).  
Chez le rat, au cours du développement embryonnaire, Dyrk1A est fortement exprimé 
dans le cerveau en particulier le cortex cérébral, l’hippocampe, l’hypothalamus, le 
mésencéphale et la moelle épinière. A l’âge adulte, cette expression est stable et ubiquiste 
dans le cerveau mais aussi dans d’autres organes tels que le cœur, le foie, les organes 
lymphoïdes primaires, les reins et les poumons (Okui et al, 1999).  
Chez l’embryon humain et chez l’Homme adulte, DYRK1A a une expression 
majoritairement cytoplasmique (90% dont 80% associées à des protéines du cytosquelette) et 
dans le cerveau où seulement 10% est exprimée dans le noyau (Marti et al, 2003 ; Wegiel et 
al, 2004 ; Dowjat et al, 2007). Son expression est fortement détectée : dans le cortex cérébral 
au niveau des couches corticales les plus externes ainsi que dans le noyau caudé des noyaux 
gris centraux, dans certaines cellules de l’hippocampe, au sein des couches de cellules 
pyramidales et des interneurones de la Corne d’Amon1, dans la substance noire au sein des 
neurones dopaminergiques ainsi que dans l’amygdale et le thalamus. En revanche elle est plus 
faible dans le putamen et le globus pallidus des noyaux gris centraux. Dans le cervelet, 
DYRK1A est exprimée dans les cellules de Purkinje, les cellules granulaires du cortex 
cérébelleux, le noyau dentelé et l’olive bulbaire inférieure (Marti et al, 2003 ; Wegiel et al, 
2004). Le taux de DYRK1A est relativement identique dans les cortex frontaux, temporaux et 
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occipitaux (Dowjat et al, 2007). Il est intéressant de noter que malgré son expression 
globalement ubiquiste, DYRK1A est fortement exprimée au niveau de l’hippocampe, du 
cervelet, du thalamus et de la substance noire des personnes âgées (Wegiel et al, 2004 ; pour 
revue Wegiel et al, 2011).  
Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, l’expression de DYRK1A est 
identifiée par des études in vitro, in vivo et postmortem. DYRK1A est exprimée entre autre au 
niveau de l’hippocampe et du cortex frontal. Son expression semble être associée à 
l’apparition et au développement de la pathologie (pour revue Head et al, 2007 ; pour revue 
Wegiel et al, 2008, 2011). Chez les personnes atteintes du Syndrome de Down, les études sont 
peu nombreuses et ont été réalisées sur des cerveaux fœtaux et adultes. DYRK1A est 
surexprimé d’un facteur 1.5 dans le cortex cérébral, chez les fœtus et chez l’adulte (Guimera 
et al, 1999 ; Cheon et al, 2003) au niveau de l’hippocampe, des cortex temporaux, frontaux, 
occipitaux et cérébelleux, le corps calleux et la substance blanche du cervelet (Dowjat et al, 
2007). 
 Structure  1.2.3
La protéine DRYK1A (Figure 8) appartient à la famille des DYRK, qui ont la 
propriété de s’activer par autophosphorylation sur des résidus Tyr situés dans la boucle 
d’activation au niveau du domaine VIB pour ensuite phosphoryler les résidus Ser/Thr de leurs  
protéines cibles. DYRK1A présente une structure primaire très conservée au cours de 
l’évolution (pour revue Park et al, 2009b ; pour revue Becker et al, 2011), et comprend 763 
acides aminés. Son transcrit, après épissage alternatif, comprend 11 exons d’une longueur de 
2.4 kb. Sa masse moléculaire est de 85.6 kDa (Guimera et al, 1999). 
Des études de comparaisons de séquences de DYRK1A entre la souris, le rat et 
l’Homme, révèlent une identité de séquence à hauteur de 99% (Kentrup et al, 1996 ; Guimera 
et al, 1999). On retrouve chez DYRK1A la structure générale des kinases. Elle est composée 
de trois régions : la région Nter, la région Cter et la région centrale (Figure 9) 
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Figure 8 
La protéine DYRK1A (d’après Himpel et al, 2000-2001) 
. 
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Figure 9 
Structure linéaire de la protéine DYRK1A (adapté d’après Guimera et al, 1999 et Park et al, 
2010). 
DYRK1A est une protéine kinase à double spécificité possédant trois régions : N-terminale (aa 1 à 158), centrale 
(aa 159 à 479) et C-terminale (aa 480 à 763). Deux signaux de localisation nucléaire ou NLS sont identifiés : au 
niveau N-terminal et au niveau du domaine kinase (identification via le programme PROST II et confirmation 
par des expériences de transfection (Alvarez et al, 2003)). Ces signaux ont la propriété de cibler DYRK1A vers 
le noyau. 
Le domaine kinase est composé de 12 sous-domaines : représentés par des rectangles noirs et désignés par des 
chiffres romains en accord avec la classification de Hanks and Quinn (1991). Ce domaine contient en plus du 
domaine de liaison de l’ATP, les signatures de la famille des kinases DYRKs incluant le résidu Cys286 et le 
triplet Ser310-Ser311-Cys312, ainsi que le site d’auto-activation Tyr319-Q320-Tyr321. L’autophosphorylation 
sur la Tyr321 est constitutive et nécessaire pour son activité kinase. Un motif Leucine-Zipper, important dans les 
interactions protéine/protéine et dans la liaison avec l’ADN, est trouvé dans le domaine central. 
La région C-terminale est spécifique à la protéine DYRK1A et contient deux séquences riches en résidus 
Ser/Thr. Deux répétitions Histidine impliquées dans la localisation de DYRK1A dans des granules d’épissage 
nucléaire sont localisées entre deux régions riches en Ser/Thr.  
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La région Nter est constituée des 158 premiers acides aminés, et comprend la 1ère 
séquence de signalisation nucléaire (NLS1) composée des aa 117 à 134 
« RRHQQGQGDSSHKKERK ». NLS1 est commune à tous les membres de la famille 
DYRK (Hämmerle et al, 2003 ; Alvarez et al, 2003 ; pour revue Park et al, 2009b).   
Le domaine central (ou catalytique) de DYRK1A est constitué des acides aminés de 
159 à 479. Il est très conservé au cours de l’évolution. Il contient un domaine leucine zipper 
(bZIP) « Leu274-(X)6 - Leu281-(X)6 - Leu288-(X)6 - Leu295 ». Sa présence suggère que 
DYRK1A est une protéine formant des dimères ou des multimères avec d’autres protéines 
nucléaires comme des facteurs de transcription et se liant à l’ADN afin de réguler la 
transcription de gènes cibles (Guimera et al, 1999 ; pour revue Park et al, 2009b). Ce domaine 
central est également composé des douze sous-domaines du domaine catalytique commun à 
toutes les kinases selon la classification de Hanks (de I à XI avec VIA et VIB). Ce domaine 
central présente donc toutes les séquences consensus et les résidus communs aux kinases ePK, 
ainsi que les motifs communs à la famille DYRK (Guimera et al, 1999 ; Alvarez et al, 2003 ; 
Kannan et Neuwald, 2004 ; pour revue Park et al, 2009b) :  
- La Cys286 qui se trouve dans la séquence « His-Cys-Asp-Leu-Lys-Pro-Glu-Asn » au 
sein du sous domaine VIB. 
- Le motif au sein du sous-domaine VII comprenant les acides aminés 307 à 312 dans 
lequel les résidus Ser310, Ser311 et Cys312 (qui suivent une séquence Asp307-Phe-Gly309) 
sont l’empreinte des kinases appartenant à la famille DYRK. 
- Le motif Tyr319-Q-Tyr321 au sein du sous-domaine VIII. Ce motif est le site 
d’activation de DYRK1A par autophosphorylation. 
C’est également dans ce domaine que l’on retrouve la seconde séquence de 
signalisation nucléaire (NLS2), spécifique de DYRK1A et constituée des résidus 389 à 395 
(PKARKFF).  
La région Cter, allant de l’acide aminé 480 à 763, est spécifique de la protéine 
DYRK1A. Elle diffère de celle des protéines kinases de la famille DYRK et de la 
superfamille des ePK. C’est une région riche en Ser/Thr. Elle comprend : (Tejedor et al, 
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1995 ; Shindoh et al, 1996 ; Guimera et al, 1999 ; Alvarez et al, 2003 ; pour revue Park et al, 
2009b) : 
- Le domaine PEST (Pro-Glu-Ser-Thr domain), commun avec la protéine DYRK1B, 
allant de l’acide aminé Pro497 à la Pro565. Ce domaine joue un rôle dans la dégradation des 
protéines cibles (chez la drosophile il est remplacé par le domaine GAS).  
- Deux répétitions de résidus His qui suivent le domaine PEST. Elles vont de l’His599 à 
l’His602 et de l’His607 à l’His619 et jouent un rôle dans l’adressage de DYRK1A au niveau 
des granules d’épissages.  
- Deux domaines riches en résidus Ser/Thr, 63% pour le premier et 60% pour le 
deuxième domaine, suivent les répétitions des résidus His. Ces deux domaines vont de la 
Thr487 à la Ser524 et sont très conservés.  
 Fonctions 1.2.4
Les protéines phosphorylées par DYRK1A interviennent dans diverses fonctions et 
font parties intégrantes de voies de transduction du signal (Figure 10) :  
En raison de la multiplicité des fonctions exercées par ses cibles protéiques, DYRK1A est 
potentiellement associé, plus ou moins directement, à de nombreuses fonctions 
physiologiques et physiopathologiques : 
 
 Morphogenèse du cerveau : contrôle du volume du cerveau et de la densité 
cellulaire, mise en place des neurones et des cellules gliales, mise en place des neurites.  
 Régulation de la différenciation, de la prolifération et de la croissance 
cellulaire. DYRK1A participe au contrôle du cycle cellulaire, de l’apoptose et de la survie 
cellulaire en phosphorylant des protéines comme la caspase 9 ou la P53.  
 Contrôle de l’endocytose, de la fusion des vésicules synaptiques et de la 
libération des neurotransmetteurs dans la fente synaptique. DYRK1A phosphoryle des 
protéines synaptiques, ce qui lui confère un rôle de régulation de la plasticité synaptique.  
 Transcription de gènes via la phosphorylation de facteurs de transcription 
comme CREB, NFAT, STAT3. 
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Figure 10 
Les protéines cibles de DYRK1A et ses fonctions (adapté d’après Park et al, 2010 ; Wegiel 
et al, 2011 ; Guedj et al, 2012) 
Les substrats que DYRK1A phosphoryle sont nombreux et exercent des fonctions variées. De ce fait, la protéine 
DYRK1A, ubiquiste, est impliquée dans de nombreux processus physiologiques et physiopathologiques. 
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 Communications entre les cellules et métabolisme : glycogène, 
néoglucogenèse… DYRK1A phosphoryle des protéines intervenant dans ces mécanismes 
(Notch, Glycogène synthase …).  
 Protection de l’hypertrophie cardiaque.  
 Certaines protéines (Cycline L2, ASF …) intervenant dans l’épissage alternatif 
sont phosphorylées par DYRK1A.  
 Des protéines associées à la mise en place de certaines maladies 
neurodégénératives sont phosphorylées par DYRK1A ou voient leurs phosphorylation 
modifiée par l’intervention de DYRK1A sur d’autres protéines : les protéines Tau et APP, la 
Setpin4 et l’-Synucléine, la prenisilin1.  
Globalement, DYRK1A joue un rôle dans le maintien de l’activité neuronale chez 
l’adulte ainsi que dans la consolidation de la mémoire et l’apprentissage. 
Certaines fonctions de DYRK1A ont été mises en évidence grâce à des études sur les 
modèles murins (Cf Figure 4). Trois de ces modèles expriment spécifiquement DYRK1A en 
trois copies : les souris transgéniques BAC DYRK1A (Ahn et al, 2006), les souris TgDyrk1A 
(Altafaj et al, 2001) et les souris TgYAC125F7 (Branchi et al, 2004).  
Les souris transgéniques BAC DYRK1A montrent un déficit de la mémoire, de la LTP 
et de la LTD au niveau de l’hippocampe. On observe une hyperphosphorylation de la protéine 
Tau associée aux microtubules sur les Ser202, Thr212 et Ser404 (Ryoo et al, 2007), une 
augmentation de la phosphorylation de l’APP sur la Thr668 et de la production de l’A dans 
l’hippocampe (Ryoo et al, 2008).  
Les souris TgDyrk1A présentent une brachycéphalie, une hyperactivité, une 
locomotion altérée, un déclin cognitif et une altération de la mémoire spatiale (Altafaj et al, 
2001). Au niveau du cervelet, plus précisément au niveau des synapses, une augmentation 
d’expression d’une des sous-unités du récepteur NMDA, la NR2A avec une diminution 
durable du transit du Ca2+ induit par ces récepteurs sont observées, suggérant que le 
phénotype de TgDyrk1A peut provenir d’une dérégulation des canaux NMDA et d’une 
altération de l’homéostasie calcique (Altafaj et al, 2008).  
Les souris TgYAC125F7 manifestent une hyperactivité constante et une hypotonie, 
associées à une réduction de la densité neuronale dans le cortex cérébral, accompagnée d’un 
déficit de mémorisation et l’apprentissage et d’une augmentation de la taille du cerveau. 
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Concernant les mécanismes moléculaires, une réduction de la phosphorylation du facteur 
CREB et une augmentation de celle de FKHR et de la cycline B1 sont observées (Branchi et 
al, 2004).  
Enfin des études faisant appel à l’imagerie par résonance magnétique (IRM) et à des 
analyses histologiques permettent de noter que le gène DYRK1A est impliqué au cours du 
développement, dans le contrôle du volume du cerveau et de la densité cellulaire mais 
également dans le contrôle de la plasticité synaptique et de la consolidation de la mémoire 
(Guedj et al, 2009 et 2012).  
 
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 Propriétés enzymatique 1.2.5
Les protéines appartenant à la famille des DYRKs possèdent un mécanisme cinétique 
enzymatique à deux substrats, de type ordonné. Dans un tel système, l’ordre de fixation est 
obligatoire et conduit à la formation d’un complexe ternaire entre l’enzyme et ses deux 
substrats. Le premier substrat de DYRK1A est l’ATP, le second substrat est la protéine. La 
relation de Michaelis Menten pour un mécanisme ordonné, à l’état stationnaire, est la suivante 
: 
 
La Figure 11 représente de façon schématique la réaction catalysée par DYRK1A 
avec le formalisme de Cleland. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11 
Schéma de la réaction catalysée par Dyrk1A 
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 Régulation  1.2.6
La phosphorylation de la boucle d’activation de DYRK1A stabilise une conformation 
avec un positionnement approprié pour accommoder le substrat (pour revue Nolen et al, 
2004). L’activité des kinases de la famille des DYRK dépend de la phosphorylation d’un 
résidu au sein d’un motif très conservé dans la boucle d’activation, situé entre les sous-
domaines VII et VIII« Tyr319-X-Tyr321 » (Kentrup et al, 1996 ; Himpel et al, 2000 et 2001 ; 
pour revue Becker et Sippi, 2011). Cette autophosphorylation est constitutive et a lieu durant 
la synthèse de la protéine (Himpel et al, 2001 ; Lochhead et al, 2005). Des études de 
mutagénèse dirigée ont permis de conclure que l’activité de DYRK1A est dépendante de 
l’autophosphorylation de la Tyr en position 321, seul résidu à être phosphorylé (Himpel et al, 
2001). Cette autophosphorylation est une caractéristique intrinsèque du domaine catalytique, 
et ne dépend d’aucun autre domaine ou facteur (Göckler et al, 2009). Le motif 
d’autophosphorylation et l’orientation de la Tyr 321 ressemblent à ceux de la Tyr185 des 
MAPK activées (Himpel et al, 2001). Ce mécanisme apparait comme une caractéristique 
commune au groupe de kinase CMGC auquel DYRK1A appartient (Himpel et al, 2001 ; pour 
revue Becker et Sippil, 2011). Il a été observé également que deux résidus, la Tyr111 et la Ser 
97, situés au niveau du domaine Nter, permettaient l’optimisation de l’autophosphorylation. 
Les DYRK activées phosphorylent leurs substrats seulement sur des résidus Ser/Thr et non 
sur des Tyr (Adayev et al, 2007).   
Des études de mutagénèse dirigés sur des protéines recombinantes GST-DYRK1A-
C, délétées du domaine C terminal, ont permis de montrer que DYRK1A est une kinase 
Ser/Thr « proline et arginine dirigée ». DYRK1A phosphoryle ses substrats sur des résidus au 
sein d’une séquence consensus « Arg-Pro-X-Ser/Thr-Pro » très proche de celles que 
reconnaissent les MAPK, les kinases cycline dépendante ainsi que les GSK. La présence de la 
proline en P+1 est importante pour la phosphorylation de ces substrats (Himpel et al, 2000). 
La Tyr321 phosphorylée forme des liaisons avec deux Arg proches d’elle, Arg325 et Arg328 
ce qui stabilise la structure comme cela a été observé par cristallographie aux rayons X 
(Figure 12) (pour revue Becker et Sippl, 2011). La déphosphorylation de la Tyr321 
déstabilise la conformation active et conduit à la perte d’activité de DYRK1A (Himpel et al, 
2001 ; Lochhead et al, 2005). 
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Figure 12 
Site d’autophosphorylation de Dyrk1A (adapté d’après Becker et Sippl, 2010 
L’autophosphorylation de DYRK1A est constitutive, elle a lieu lors de la synthèse de la protéine. La structure 
tridimensionnelle obtenue par cristallographie aux rayons X du site d’autophosphorylation montre un pont 
disulfure intramoléculaire entre les groupements thiols des Cys312 et Cys286 conservés (en vert) et la distance 
de cette liaison est de 4.3 Å. Les Arg325 et Arg328 interagissent avec la Tyr321 phosphorylée par des liaisons 
hydrogènes 
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DYRK1A, malgré son autophosphorylation constitutive, n’est pas activée en 
permanence. Son activation dépend des types cellulaires au sein desquelles elle est présente et 
de facteurs susceptibles d’interagir avec elle. Ce sont ces interactions qui vont réguler 
l’activité de DYRK1A et donc certaines de ses fonctions qui sont gène-dosages et activités 
dépendantes (Arron et al, 2006 ; Gwack et al, 2006). Plusieurs mécanismes de régulation de la 
protéine DYRK1A et du gène commencent à être connus : 
- Une interaction avec la protéine 14.3.3 permet de moduler l’activité de DYRK1A en 
augmentant son activité catalytique sans compromettre l’autophosphorylation de la Tyr321 
(Alvarez et al, 2007). Le mécanisme n’est pas encore totalement connu mais, suite à 
l’interaction, a lieu une autophosphorylation du résidu Ser520 permettant de stabiliser le 
complexe (Kim et al, 2004 ; Alvarez et al, 2007). Ce mécanisme est spécifique à DYRK1A, 
en effet le résidu Ser520 n’est pas conservé chez les autres membres des DYRK (Alvarez et 
al, 2007). 
- L’AP-4 ou activator protein 4 a été décrite comme un régulateur négatif de 
l’expression du gène DYRK1A dans les cellules non-neurales (Kim. MY et al, 2006). 
- Dans des lignées de neuroblastomes SH-SY5Y, une augmentation du taux d’ARNm de 
DYRK1A est induite par le peptide A (Kimura et al, 2007). 
- La présence d’un élément potentiellement déstabilisant en 3’UTR « AUUUA » de 
l’ARNm de DYRK1A et de la région PEST de la protéine DYRK1A appuient l’hypothèse 
que l’expression de DYRK1A peut être sujette à de rapides changements in vivo (Kentrup et 
al, 1996). 
 
 Tests d’activité de DYRK1A 1.3
 Test radioactif 1.3.1
Une méthode très largement employée pour étudier l’activité des kinases est basée sur 
l’utilisation d’ATP marqué radioactif comme donneur de phosphate et la détection par 
scintigraphie du phosphate incorporé dans les substrats protéiques ou peptidiques. Cette 
technique radiométrique est simple et appropriée pour la détection d’activité kinase de 
protéines avec une haute sensibilité. En revanche, elle dépend de l’utilisation d’isotopes 
radioactifs phosphates 32P ou 33P dont la demi-vie est courte. Les équipes de Himpel (Himpel 
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et al, 2000-2001), d’Adayev (Adayev et al, 2006a), de Kim (Kim, 2006), de Bain (Bain et al, 
2007) et d’Alvarez (Alvarez et al, 2007) ont caractérisé les principales propriétés cinétiques 
de DYRK1A par cette méthode. L’utilisation du peptide substrat plutôt que des protéines 
entières a été privilégiée et il a fallu identifier les séquences consensus spécifiques des 
substrats phosphorylés par DYRK1A. 
L’identification de ces séquences a été faite par alignement de séquences et/ou 
l’utilisation de modèles structuraux. Ainsi, Himpel et col (Himpel et al, 2000) ont mis en 
évidence d’une séquence consensus reconnue par DYRK1A « Arg-Pro-X-Ser/Thr-Pro ». 
Cette technique qui se révèle très sensible est une méthode de choix quant au dosage d’une 
activité kinase et à fortiori celle de DYRK1A. Cependant, elle est très contraignante par la 
nécessité d’avoir des locaux dédiés à l’utilisation de la radioactivité ainsi qu’au personnel 
formé. Elle est également très contraignante lorsque l’on veut faire des cinétiques car il n’est 
pas possible de faire une lecture continue.   
 Test ELISA 1.3.2
La méthode de l’ELISA directe en sandwich utilise des anticorps spécifiques 
permettant de distinguer les formes phosphorylées des formes non-phosphorylées des 
substrats des kinases (Yano et al, 1991 ; pour revue Olive, 2004 ; Lilienthal et al, 2010). Cette 
méthode est très sensible et permet de détecter une infime quantité de substrats phosphorylés 
en présence d’un excès de substrats non-phosphorylés. Elle a été développée et utilisée pour 
mesurer l’activité kinase endogène de DYRK1A dans des tissus cardiaques de souris 
(Lilienthal et al, 2010). La protéine Tau, connue pour être phosphorylée par DYRK1A 
(Woods et al, 2001 ; Ryoo et al, 2007), est utilisée comme antigène et des anticorps anti-
phosphoTau sont couplés à la biotine. L’utilisation de la streptavidine permet une détection 
colorimétrique de la liaison anticorps-phosphoTau. Ce test s’est révélé opérationnel pour le 
dosage de protéines DYRK recombinantes et également de DYRK1A endogène issues de 
tissu cardiaque de souris. Cependant, il faut préalablement immunoprécipiter l’enzyme avant 
son dosage (Lilienthal et al, 2010). Cette technique simple d’utilisation, donne la possibilité 
d’utiliser un taux élevé d’ATP, contrairement aux méthodes radioactives. En revanche, cette 
technique ELISA est semi-quantitative et multi-étape. 
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 Test IMAP™ (Molecular Devices) 1.3.3
L’IMAP™ par polarisation de fluorescence (FP) ou par transfert d’énergie par 
résonance de type Förster (TR-FRET) sont des méthodes non-radioactives, n’utilisant pas 
d’anticorps et permettant la mesure de l’activité d’une large variété de kinases, phosphatases 
et phosphodiesterases (Beasley et al, 2003 ; Tammy et al, 2003 ; Sharlow et al, 2008). La 
méthode est basée sur l'existence d'interactions à haute affinité entre un complexe contenant 
des métaux trivalents et des nanoparticules (MIII) et le groupement phosphate du peptide ou de 
la protéine phosphorylée (Ser-PO4, Thr-PO4, Tyr-PO4 ou autres molécules). Le substrat 
(peptide ou protéine) est couplé à une fluorescéine (5FAM) puis incubé dans une solution 
contenant de l’ATP et l’enzyme d’intérêt permettant la phosphorylation du substrat par ajout 
d’un phosphate. L’addition du tampon IMAP (contenant MIII) stoppe la réaction catalytique, 
MIII se lie de façon covalente au phosphate -PO4. Cette liaison est hautement polarisée. 
L’émission et l’absorption de l’onde est détectée par polarisation de fluorescence ou par TR-
FRET puis analysée.  
Les activités kinases des protéines DYRK1A humaine et Dyrk1A murine ont été 
analysées avec des substrats DYRKtides (Himpel et al, 2000 ; Woods et al, 2001) par IMAP 
FP (Molecular Devices, IMAP® assay profile : DYRK1A). La lecture de la plaque se fait à 
l’aide de la FlexStation 3 (Molecular Devices), cet appareil est un lecteur multimode 
permettant d’étudier les activités kinases sur des cellules vivantes en temps réel en détectant 
la fluorescence. 
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Le projet : développement d’un nouveau test DYRK1A 
par HPLC/UFLC afin de tester de nouvelles molécules à 
visées thérapeutiques 
 
 Mise au point d’un nouveau test kinase  1.1
Les tests d’activité kinases existants, radioactifs ou non, présentent tous des limites de 
détection et/ou de réalisation. La mise au point d’un nouveau test d’activité par RP-
HPLC/UFLC sensible, spécifique, rapide et n’utilisant pas de radio-isotopes s’appliquant aux 
kinases, phosphatases et phosphodiesterases a été une étape importante de notre étude.  
 
 Test de nouveaux inhibiteurs in vitro et ex vivo 1.2
 Grâce à ce nouveau test d’activité de DYRK1A, nous avons testé le potentiel 
inhibiteur de molécules synthétisées par l’équipe du Dr. R Dodd de l’Institut de Chimie des 
substances Naturelles (CNRS). Les structures de ces molécules qui sont actuellement 
soumises à une demande de brevet ne peuvent être divulguées dans ce manuscrit, nous 
présenterons toutefois les résultats (mécanisme d’inhibition et leur puissance inhibitrice (KI)) 
obtenus pour les composés les plus intéressants. 
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 Matériels et méthodes 2
 
 Expression et purification de la DYRK1A de rat recombinante 2.1
Nous avons travaillé avec deux formes de DYRK1A recombinantes « taggées » en 
GST et en 6xHis : DYRK1A complète et DYRK1A-C (Figure 13).  
 
 
Figure 13 
Les protéines recombinantes His-DYRK1A. 
 
Schéma montrant les deux variants enzymatiques générés dans ce projet. His-DYRK1A correspond à l’enzyme 
complète. His-DYRK1A-∆C correspond à l’enzyme délétée de son domaine C-terminal. 
 
 Sous clonage  2.1.1
Le vecteur pKEN2 contenant l’ADNc de la DYRK1A de rat provient du laboratoire du 
Dr. Becker (Cf publication). L'ADN plasmidique (1µg) a été traité par 2.5 unités d'enzymes 
de restriction XhoI et BamHI (Biolabs) 1h30 à 37°C dans un volume total de 10 µl. En 
parallèle, la même quantité de vecteur pGEX 4T-2 (Pharmacia) a été traitée dans les mêmes 
conditions. Le vecteur pGEX 4T-2 permet la production de protéines de fusion constituées de 
la partie centrale de la glutathion S-transférase (GST) de Schistosoma japonicum en phase 
avec le produit de l’insert sous-cloné dans le vecteur. Les produits de digestion sont ensuite 
séparés par électrophorèse sur gel d’agarose (2.5 %) en présence de bromure d'Ethidium 
(BET). La bande correspondant à l’ADNc codant DYRK1A, et celle correspondant au vecteur 
pGEX 4T-2 digéré sont découpées. L'ADN est ensuite extrait et purifié grâce au kit QIAquick 
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Gel Extraction Kit  (QIAGEN). L'étape suivante de ligation met en jeu 50 ng de vecteur et 
300 ng d'insert dans un volume total de 15 µl contenant le tampon de ligation et la ligase 
(Biolabs). Le mélange de ligation est maintenu 16 h à 16°C. Par la suite, des bactéries 
compétentes E. Coli XL1-Blue (100 µl) sont transformées par choc thermique (1 min 30 à 42 
°C) avec les produits de ligation. Après culture à 37 °C dans 500 µl de milieu LB, les 
bactéries transformées sont étalées sur boite de Pétri contenant de l'ampicilline (100 µg/ml 
d'agar). Les clones recombinants sont sélectionnés après préparation des plasmides (kit 
QIAprep Miniprep QIAGEN) et vérification de la présence de l'insert par digestion 
enzymatique. Finalement, le vecteur recombinant pGEXT 4T-2- DYRK1A purifié est utilisé 
pour transformer la souche E. Coli BL21 (DE3) comme décrit ci-dessus.  
De la même façon, nous avons cloné dans le vecteur pET28 permet d’obtenir une 
étiquette ou « tag » de 6 histidines en N-terminal de la protéine dont l’ADNc.  
 Culture  2.1.2
Les bactéries E. Coli BL21 (DE3) transformées par le vecteur recombinant pGEX 4T-
2-DYRK1A sont cultivées dans 6 litres de milieu LB [(Bactotryptone 1 % (m/v), 0.5 % 
d’extraits de levure (m/v), 1% NaCl (m/v) pH 7] contenant de l’ampicilline (100 µg/ml final) 
à 37°C. Lorsque l’absorbance à 600 nm atteint 0,5 unité (au bout de 2 à 3h), la production de 
protéine recombinante GST-DYRK1A est induite par de l’isopropyl-β-D-thiogalactoside 
(IPTG, 500 µM final) pendant 8 heures à 20°C et sous agitation. Le culot bactérien est obtenu 
par centrifugation (6000 g ; 10 minutes) et conservé à -80°C. La culture des clones Histag 
DYRK1A se fait de la même façon mais en présence de 30 µg/ml de kanamycine comme 
antibiotique de sélection.   
 Extraction, purification 2.1.3
Les culots (à partir de 500 ml de culture) sont resuspendues dans 20 ml de tampon 
Tris-HCl 50 mM pH 8, 150 mM NaCl (tampon de lyse) contenant du lysozyme (1 mg/ml) et 
un mélange d’inhibiteurs de protéases (Roche). Après incubation à 4 °C pendant 30 min, le 
Triton X-100 (0.2 %) est rajoutée ainsi que de la DNAse I (Sigma, 5 µg/ml). Après 30 
minutes sous agitation en glace, le lysat subit une sonication (puissance 20w avec 20 cycles 
on/off d’une durée respectivement de 8 sec et 30 sec) puis une centrifugation (12000 g, 30 
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min). Le surnageant est alors incubé avec 200 µl de billes de glutathion-agarose (Sigma) 
pendant 1 h à 4°C. Les billes sont ensuite lavées 2 fois avec le tampon de lyse contenant du 
Triton X-100 (0.2 %) puis 2 fois en l'absence de Triton X-100. La protéine de fusion GST-
DYRK1A est éluée grâce à 3 incubations successives (15 min, 4°C) avec 250 µl de tampon 
Tris-HCl 50 mM pH8, 1 mM EDTA contenant 10 mM de glutathion réduit. La protéine 
purifiée est ensuite dialysée contre du tampon Tris-HCl 25 mM pH 7.5, 1 mM EDTA, puis 
stockée à -80 °C en présence de glycérol (10% final).  
La procédure est similaire pour extraire l’His-DYRK1A. Mais le lysat est incubé avec 
1.5 ml de résine de Nickel Agarose en présence d’une concentration finale de 10 mM 
d’imidazole pendant 2h à 4°C. La résine est ensuite introduite dans une petite colonne et lavée 
successivement avec du tampon de lyse contenant 0.2 % de Triton X-100 puis avec du 
tampon de lyse contenant 30 mM d’imidazole (concentration finale). L’His-DYRK1A est 
ensuite éluée à l’aide du tampon de lyse comportant 300 mM d’imidazole (concentration 
finale). La protéine His-DYRK1A ainsi purifiée est réduite grâce au DTT (10 mM final) 
pendant 10 min à 4°C puis est soumise à une dialyse contre un tampon Tris-HCl 25 mM, pH 
7.5, EDTA 1 mM.   
A chaque étape de la purification, les échantillons sont mis à migrer sur un gel de 
polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE), la concentration protéique est également 
déterminée grâce à la méthode de Bradford, la droite étalon étant obtenue grâce à l’albumine 
de sérum bovin (BSA).  
 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS  2.1.4
 L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant (SDS-PAGE) est 
réalisée selon la technique décrite par Laemmli (Laemmli, 1970) avec des gels à 10 % 
d’acrylamide. Le tampon de dépôt est composé de Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8 contenant 2 % 
de SDS (m/v), 5 % de 2-mercaptoéthanol (v/v), 10 % glycérol (v/v) et 0.002 % de bleu de 
bromophénol (m/v). Les protéines sont dénaturées par chauffage 3 minutes à 100°C dans ce 
même tampon. La migration s’effectue à 180 V pendant 1 heure. Après électrophorèse, les 
protéines sont révélées par coloration du gel dans une solution de bleu de Coomassie R-250 
0.2 % (m/v), 10 % d’acide acétique (v/v) et 50 % d’eau pendant 1 heure. La décoloration est 
assurée par une solution d’acide acétique 10 % et méthanol 30 % (v/v). 
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  Immunoélectrotransfert (Western-blot) 2.1.5
Les protéines séparées par SDS-PAGE sont transférées sur membrane de 
nitrocellulose (Pharmacia). L'électrotransfert est effectué à une intensité constante de 200 mA 
pendant 1 heure. La membrane est ensuite saturée pendant 1 heure à l’aide d’un tampon Tris 
25 mM pH 8.2, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween-20 (Tampon TST) contenant 5 % de lait écrémé 
(m/v). L’incubation avec l’anticorps primaire spécifique se déroule dans le tampon TST 
contenant 1 % de lait écrémé (m/v) à température ambiante. Cette incubation est suivie de 
lavages avec le même tampon. Les complexes antigène-anticorps sont révélés après 
incubation avec un anticorps secondaire couplé à la peroxydase. Cette incubation est suivie de 
lavages avec le même tampon. La révélation est réalisée par chimioluminescence en utilisant 
le système de détection ECL (Pierce). 
 
 HPLC 2.2
 Principe de l’HPLC 2.2.1
La chromatographie liquide à haute pression (HPLC) est une méthode de séparation 
des constituants d’un mélange. Un fluide ou « phase mobile » parcourt une colonne ou 
« phase stationnaire ». Le mélange à séparer, dilué dans la phase mobile, est injecté à l’entrée 
de la colonne. Les constituants du mélange injecté se déplacent moins vite que la phase 
mobile dans la colonne, générant un phénomène appelé rétention. Les solutés sont retenus 
suivant leur propriété physico-chimique par la colonne et sont élués les uns après les autres. A 
la sortie de la colonne, un détecteur permet d’enregistrer et d’obtenir un signal en fonction du 
temps. L’enregistrement, appelé chromatogramme, est caractéristisé par les temps de rétention 
de chaque soluté. Le temps de rétention (temps au bout duquel un composé est élué dans la 
colonne et détecté) caractérise un composé. L’amplitude des pics, ou l’aire sous les pics, et le 
signal de la ligne de base (signal constant correspondant à la phase mobile seule) permettent 
de mesurer la concentration de chaque soluté présent dans le mélange initialement injecté. 
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 Analyses qualitatives  2.2.2
Le temps de rétention (en secondes ou en minutes) est une caractéristique de chaque 
produit dans les conditions d’expériences. La comparaison des temps de rétention (tr) de deux 
produits définit le facteur de sélectivité  entre deux produits, l’efficacité d’une 
colonne (mesurée en nombre de plateaux théoriques (n)) et la résolution de la colonne pour la 
séparation de deux produits (R) : 
 = (tr du produit 2) / (tr du produit 1) 
Si  = 1 : les pics coïncident, si  = 1,05 : la séparation est possible.    
n = (tr/écart type) 2 
R = 2 x ((tr2-tr1) / (w1+w2))  
 Où w est la largeur du pic à la base (en unité de temps). Si R > 1 la résolution 
est bonne, si R < 1 la séparation est mauvaise.  
 Analyses quantitatives  2.2.3
L’aire des pics du chromatogramme est proportionnelle à la concentration ou à la 
quantité de produit analysé : aire = f ([produit]). Une courbe d’étalonnage est réalisée pour un 
volume d’injection constant. 
 Le matériel  2.2.4
Le matériel HPLC est de marque Shimadzu, c’est une chaîne Prominence de série 
20A. Plusieurs éléments composent cet appareil :  
Un réservoir de solvant, qui contient une grande quantité de phase mobile, des flacons 
d’éluants (ou solvants) de polarités différentes afin de réaliser des gradients d’élution.  
- Deux pompes binaire haute pression (pompe A : solvant aqueux et pompe B : solvant 
organique). Ce système permet de travailler en mode isocratique (utilisation du même éluant 
tout le long de l’analyse) ou en mode gradient (variation de la concentration des constituants 
du mélange d’éluant).  
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- Un injecteur automatique : le système d’injection est composé d’une pompe de dosage 
à haute résolution et d’un système d’injection direct permettant de ne pas perdre d’échantillon 
et d’en utiliser de petits volumes (allant de 0,5 µl à 100 µl) avec une vitesse de 10s pour 10 µl 
d’injection. Le système d’injection est accompagné d’un changeur de plaque, permettant de 
traiter plusieurs échantillons.  
- Un four qui permet de chauffer la colonne 
- Les détecteurs : deux types de détecteurs composent le LC-20A : un détecteur UV- 
visible photodiode array (PDA). Le détecteur UV-visible permet de mesurer le spectre 
d’absorption allant de 190 à 900 nm en temps réel à la sortie de la colonne. Un détecteur 
fluorescence à double canal qui permet la lecture de la fluorescence après excitation.  
 Les colonnes 2.2.5
Les colonnes constituent la phase stationnaire du système. Elles sont à polarité 
inversée majoritairement composée de silice greffées par des chaines linéaires de 8 ou 18 
atomes de carbones (C8 et C18). C’est une phase apolaire qui est en contact d’un éluant polaire 
(ACN, MeOH, H2O …) permettant aux composés polaires d’être élués en premier. La phase 
mobile permet le transport du mélange à éluer. Les interactions plus ou moins fortes entre la 
phase mobile et la phase stationnaire se répercutent sur les temps de rétention des composés 
du mélange. La phase stationnaire est très peu polaire permettant de jouer sur la polarité de la 
phase mobile et donc d’agir sur les facteurs de rétention des différents composés.  
Deux types de colonnes C8 ont été utilisés se distinguant par leur granulométrie des 
particules de silice greffée (5 µm et 2.1 µm). Plus le diamètre est petit, plus la courbe de 
pression va être importante et les temps de rétention vont diminuer. En revanche il faut des 
appareillages pouvant supporter des pressions jusqu’à 600 bars, ce qui est le cas avec le 
LC20A. 
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 Protocole de dosage par HPLC  2.3
 Dosage de l’activité  2.3.1
La réaction de dosage de l’activité de DYRK1A se fait dans un volume final de 100 
µL. La réaction débute (t0) lorsque l’enzyme et les deux substrats (ATP et peptide) sont mis 
en présence. La réaction est stoppée par ajout de 100 µL d’une solution de perchlorate à 15%. 
Pour effectuer une étude de cinétique il faut donc plusieurs solutions correspondant à 
différents temps d’arrêt. Ce protocole s’adapte parfaitement en plaque 96 puits type ELISA, 
après centrifugation de la plaque le surnageant peut directement être injecté dans notre 
système HPLC. 
Le tampon de dosage est composé de 50 mM Tris-HcL (pH 7,4) ; 10 mM DTT ; 0,1 
mM EGTA et 10 mM MgCl2. Le peptide substrat utilisé (FAM-Peptide) a pour séquence 
5FAM-KKISGRLSPIMTEQ- NH2. Il s’agit d’une séquence consensus, issue des données 
d’alignements de protéines qui sont phosphorylées par DYRK1A. Le peptide qui est greffé 
sur sa partie Cter par un chromophore (la fluorescéine-5-FAM) a été synthétisé par la société 
Genosphere avec comme consigne un degré de pureté supérieur à 95% en HPLC (détection 
par fluorescence). Les concentrations en peptides généralement utilisées sont comprises entre 
5 et 120 µM. Enfin le second substrat est l’ATP (HPLC grade) et sa concentration finale au 
cours du dosage est classiquement comprise entre 50 et 1000 µM. 
 Méthode HPLC 2.3.2
La méthode utilisée a été optimisée et permet une séparation correcte du substrat et du 
produit en moins de 3.5 minutes. C’est une méthode isocratique avec un débit de 1,5 ml/min 
avec 75% de solution aqueuse (A) : Eau 0,1% TFA et 25% de solution organique (B) : 
Acétonitrile 0,1% TFA. La température du four est réglée à 40°C. Il y a en sortie de colonne 
deux détecteurs en ligne, le PDA et le détecteur de fluorescence dont les longueurs 
d’excitation et d’émission sont réglés pour une détection optimale du chromophore greffé sur 
le peptide (λexc = 485 nm et λem.= 530 nm). 
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 Inhibition de l’activité DYRK1A 2.4
 Protocole 2.4.1
Tous les inhibiteurs que nous avons testés sont de type réversible. Ils sont donc testés 
en condition de dosage. Dans la majorité des cas, des solvants de solubilisation (DMSO) pour 
les solutions mères des inhibiteurs ont été nécessaires et le contrôle de 100% d’activité a alors 
été réalisé dans les mêmes conditions en concentration finale de solvant organique. 
 Modèle mathématiques 2.4.2
La détermination du mécanisme d’action a été réalisée suivant deux modèles très 
classiques pour les inhibiteurs de type réversible : 
- Inhibition de type compétitive 
- Inhibition de type non compétitive 
Les deux modèles sont représentés dans les Figures 14 et 15. (Schéma cinétique et 
équations cinétique associées). Des caractérisations de types d’inhibition compétitive (Figure 14) et 
non compétitive (Figure 15) ont été réalisées vis à vis des deux substrats : 
 
 
Figure 14  
 Inhibition compétitive 
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Figure 15 
Inhibition non compétitive 
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 Résultats 3
 
 Production des enzymes recombinantes  3.1
 Sous clonage  3.1.1
Nous n’avons eu aucune difficulté pour sous cloner DYRK (Full et ∆C) dans les deux 
plasmides d’expression PGEX (GST) et pet28 (HisTagg). Le contrôle de séquence n’a montré 
aucune mutation sur l’ensemble des constructions. 
 Culture et extraction  3.1.2
Les vecteurs d’expression ainsi obtenus sont utilisés dans la souche E. Coli BL21pLys 
pour produire les protéines recombinantes, celles-ci seront ensuite purifiées selon les 
méthodes mises au point et utilisées au laboratoire. Plusieurs paramètres ont été modifiés pour 
optimiser la production de protéines de fusion essentiellement dans la phase de culture des 
bactéries. Les principaux paramètres ont été la concentration d’inducteur (IPTG), le temps et 
la température d’induction. La qualité de la production de DYRK1A est vérifiée par SDS-
Page et Western blot. De façon systématique, la production de la forme tronquée de DYRK1A 
est bien meilleure que la version complète quelles que soient les conditions et l’étiquette (His 
et GST). La Figure 16 représente la migration de la production de la protéine His-DYRK1A-
∆C en coloration au bleu de Coomassie pour les conditions optimales (100 µM IPTG pendant 
18h à 20 °C). L’évaluation au bleu de Coomassie révèle un degré de pureté supérieure à 95 %.  
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Figure 16  
Purifications des protéines recombinantes 
 
Coloration au bleu de Coomassie de l’éluat à 300 mM d’imidazole de His-DYRK1A-∆C. Les pistes 1 et 2 
contiennent environ 1 µg et 10 µg de protéine. 
 
De la même façon, la qualité des protéines est évaluée en Western blot (Figure 17). 
L’utilisation d’anticorps anti-6xHis (1/10000ème) (Figure 17A) et d’anticorps anti-DYRK1A 
(1/2000ème) (Figure 17B) révèlent la présence d’une bande unique et de poids moléculaire 
correspondant à celui des protéines recombinantes, confirmant ainsi la pureté de la 
préparation de l’identité de la protéine produite.  
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Figure 17 
Vérification de la qualité des protéines recombinantes 
 
Western-blot des éluats à 300 mM d’imidazole (respectivement 1 et 10 µg pour les pistes 1 et 2) de His-
DYRK1A-∆C. Des anticorps monoclonaux anti-6xHis 1/10000ème (A) et anti DYRK1A 1/2000ème (B) ont été 
utilisés. 
 
Concernant la production en Tagg GST des résultats similaires ont été obtenus pour la 
forme tronquée. En revanche, la préparation des protéines recombinantes de la forme 
complète s’est avérée plus compliquée que prévu, en particulier en raison de la présence de 
nombreux contaminants. Cependant, d’après la littérature, l’utilisation du seul domaine 
catalytique de l’enzyme DYRK1A s'avère suffisante pour cribler des inhibiteurs et/ou étudier 
son activité kinase, nous avons donc utilisé cette forme pour la mise au point du test kinase 
par HPLC. 
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 Test d’activité de DYRK1A. 3.2
 Mise au point 3.2.1
3.2.1.1 ABACEDBAB		B
Le FAM-Peptide synthétisé par Genosphere a été testé par HPLC suivant les 
conditions décrites dans la section Matériel et méthodes. La Figure 18 représente le 
chromatogramme en détection par fluorescence (λexc = 485 nm et λem.= 530 nm). On observe 
bien un pic majoritaire (> 95%) avec un temps de rétention de 2,8 minutes (Figure 18). 
 
 
 
Figure 18 : 
 Chromatogramme du FAM-peptide en détection par fluorescence 
 
Chromatogramme HPLC d’une solution de 30µM de 5FAM-KKISGRLSPIMTEQ- NH2 dont la 
détection se fait par fluorescence ((λexc = 485 nm et λem.= 530 nm). 
 
Une série d’injection de solutions peptide à différentes concentrations permet de tracer 
la gamme étalon (Figure 19) qui doit être linéaire d’après la relation de Beer Lambert (pour 
l’absorbance).  
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Figure 19 :  
Gamme étalon du substrat FAM-peptide 
 
On obtient une relation linéaire jusqu’à au moins une quantité de 10 nmol de peptide 
(soit 500 µM). Le facteur de proportionnalité (pente de la droite) entre l’aire du pic et la 
quantité de peptide permet la conversion entre l'aire et la quantité de peptide. En faisant 
l’approximation que la phosphorylation ne modifie pas les propriétés spectroscopiques du 
peptide, cette courbe étalon peut également être utilisé pour calculer des quantités de produits 
formés. L’utilisation d’un groupement FAM sur le peptide permet une meilleure détection de 
celui-ci d’un facteur 4 environ. 
3.2.1.2 BEABE BEBAC 
Pour mesurer des vitesses en conditions d’état stationnaire de la réaction (vitesses 
initiales, vi) il est nécessaire que la formation du produit soit un processus linéaire au cours du 
temps. La Figure 20 représente la superposition des chromatogrammes issus de la réaction 
enzymatique à différents temps (0 à 15 minutes). Le pic substrat (très majoritaire) est 
quasiment constant au cours de la réaction ; en revanche on observe, au niveau du temps de 
rétention du produit, l’apparition d’un pic qui augmente avec le temps de réaction. Cette 
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augmentation est quantifiée par intégration de l'aire sous la courbe : la représentation de l'aire 
en fonction du temps de réaction doit être linéaire dans les conditions d'état stationnaire. Le 
calcul de la pente définit la Vi de la réaction. Cette vitesse initiale est dépendante des 
conditions expérimentales (concentration de substrats, d'enzymes, températures). 
 
Figure 20 
Analyse UFLC et cinétique de phosphorylation du peptide substrat par His-DYRK1A-C 
 
 Détermination des paramètres cinétiques apparents 3.2.2
Pour valider notre test, nous avons déterminé les paramètres cinétiques apparents de la 
réaction catalysée par DYRK1A. Pour cela, nous avons mesuré des vi en faisant varier la 
concentration en enzyme, le traitement de donnée permet de tracer la représentation 
d’Ackermann Potter (vi en fonction de la concentration d’enzyme) et donne accès à la 
constante de vitesse de la réaction catalytique. En faisant varier la concentration en substrats 
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(ATP et Peptide), le traitement des données par la représentation de Michaelis-Menten donne 
accès aux constantes de Michaelis apparentes ( ATPM appK  et PepM appK ). 
3.2.2.1 !D E"EBECAEEBABE#E$%
Afin de vérifier le comportement cinétique Michaélien de la réaction enzymatique, les 
vi de la réaction sont déterminées pour différentes concentrations en DYRK1A (0 à 8 nM) et 
avec des concentrations constantes en substrats ([ATP] = 1 mM et [Peptide] = 60 µM). Dans 
toutes les conditions expérimentales testées la quantité de produit formé augmente de façon 
linéaire avec le temps de réaction. La représentation d'Ackermann Potter est présentée Figure 
21.  
 
Figure 21 
Représentation d'Ackermann Potter 
 
L’obtention d’une droite est en accord avec le modèle cinétique Michaélien classique. 
La pente de cette droite permet de calculer la constante de vitesse observée (kobs) de la 
réaction qui est dépendante des conditions expérimentales. 
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3.2.2.2 !D E"EBECAEEBABEEDBAB
Les mesures de vi à différentes concentrations en substrats permettent de déterminer 
les constantes de Michaelis apparentes pour les deux substrats (ATP et Pep = peptide) ; en 
effet l'équation de Michaelis pour un mécanisme à deux substrats peux s'écrire avec les 
paramètres apparents de la façon suivante : 
 
 
La Figure 22 illustre ce comportement cinétique Michaélien de DYRK1A. La 
régression non linéaire sur le modèle d'une hyperbole équilatère permet d'obtenir des 
coefficients de corrélation très proches de 1. 
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Figure 22 
Représentation de Michaelis-Menten 
 
Vi en fonction de la concentration en peptide (abscisse) et en ATP (courbes indépendantes de 50 à 400 µM) 
Vi en fonction de la concentration en ATP (abscisse) et en peptide (courbes indépendantes de 5 à 30 µM) 
 
Les paramètres cinétiques apparents obtenus pour une concentration de DYRK1A à 4 
nM (soit environ 25 ng) sont consignés dans le tableau suivant : 
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[ATP] (µM) 
appMAXV
(pmol/min) 
Pep
M app
K (µM) 
50 3,9 19,1 
100 6,8 20,2 
200 9,9 23,2 
400 15,8 36,5 
   
[Peptide] (µM) appMAXV(pmol/min) 
ATP
M app
K (µM) 
5 2,1 79,3 
10 4,3 85,1 
20 7,8 139,3 
30 9,5 140,3 
Les paramètres cinétiques vrais (Tableau ci-dessus) sont calculés à partir de la 
relation de Michaelis Menten pour un mécanisme ordonné (Cf. Introduction). 
 MK (µM) kcat (min-1) 
 ATP Peptide 
DYRK1A 80 ± 12 32 ± 4 24 ± 2 
 
 Inhibition de DYRK1A 3.3
 L'Harmine 3.3.1
L’harmine est un inhibiteur de DYRK1A, bien caractérisé dans la littérature. C'est un 
inhibiteur réversible de type compétitif vis à vis de l’ATP et non compétitif vis à vis du 
substrat protéine et/ou peptide. Nous avons utilisé notre test d’activité DYRK1A pour 
déterminer si nous retrouvions les propriétés d'inhibition de l'Harmine. La Figure 23 
représente l'activité (normalisée par celle en absence d'inhibiteur et exprimée en pourcentage) 
en fonction de la concentration d’harmine, pour deux concentrations d’ATP. L’activité de 
DYRK1A diminue en fonction de la concentration d’harmine avec une IC50 de 0.2 µM et 1.06 
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µM pour 50 et 1000 µM d'ATP respectivement. L’augmentation de la concentration d’ATP ne 
modifie pas la forme de la courbe mais la décale. Nos résultats confirment que l’harmine est 
un inhibiteur de l’activité de DYRK1A. 
 
 
Figure 23 
Inhibition de l'activité DYRK1A par l'Harmine 
 
Activité normalisée de DYRK1A en fonction de la concentration d'Harmine (abscisse) pour deux concentrations 
d'ATP (courbes indépendantes 50 et 1000 µM) 
 
Pour déterminer le mécanisme d'inhibition, nous avons réalisé des expériences 
d'inhibition par l'Harmine (de 50 à 500 nM) en faisant varier la concentration des deux 
substrats ATP de 50 à 400 µM et Peptide de 5 à 30 µM. Les résultats obtenus sont représentés 
en déterminant vi en fonction de différentes concentrations en substrats. Nous avons utilisé 
deux types de modèles mathématiques (Cf. Matériels et méthodes) sur l’ensemble des 
résultats expérimentaux de l’inhibition par l'Harmine pour chacun des substrats. Le Logiciel 
Graph Pad Prism5 a été utilisé pour effectuer les régressions non linéaires, il intègre les 
modèles classiques d'inhibition d'une enzyme Michaelienne. La Figure 24 représente les 
données de Michaelis-Menten ainsi que les régressions non linéaires obtenues avec les deux 
modèles retenus (compétitif et non compétitif). Les courbes en bleu sont celles qui ont été 
obtenues avec les meilleurs coefficients de corrélation, tandis que celles en rouge sont plus 
éloignées du modèle théorique. 
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Figure 24 
Cinétiques d’inhibition de l'Harmine sur l'activité DYRK1A 
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 Criblage d'inhibiteurs 3.3.2
En collaboration avec l'équipe du Dr. Robert Dodd (Institut de Chimie des Substances 
Naturelles du CNRS), spécialisée dans la synthèse organique, nous avons criblé des dérivés 
hétérocycliques azotés de faibles poids moléculaires comme inhibiteurs potentiels de 
DYRK1A. Sur la base de la structure de l’Harmine et d’une étude de modélisation 
moléculaire, l’équipe de R. Dodd a synthétisé une quarantaine de composés, ils ont tous été 
testés quant à leur potentiel inhibiteur de l’activité DYRK1A. Les structures et formules 
chimiques de ces molécules ne peuvent être révélées dans ce manuscrit car une demande de 
brevet est en cours. Cependant, les résultats de la mesure de l’activité normalisée en fonction 
de la concentration en inhibiteur pour les composés les plus représentatifs sont présentés 
Figure 25. 
 
 
Figure 25 
Inhibition de l'activité DYRK1A par les molécules synthétisées par l'équipe de R Dodd 
 
Activité normalisée de DYRK1A en fonction de la concentration en inhibiteur (abscisse) pour des concentrations 
de 50 µM en ATP et 30 µM de peptide. 
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Dans le tableau suivant sont présentées les valeurs d'IC50 pour une partie des 
molécules testées 
 
codes IC50 (nM) 
harmine 230 
sgo163 326 
sgo162 965 
sgo164 416 
sgo261 2698 
sgo257 7490 
sgo283 3592 
sgo278 963 
sgo282 154 
sgo277 1167 
sgo284 160 
sgo279 3076 
sgo259 23.1 
sgo258 1744 
sgo270 11.7 
sgo267 287 
sgo229 12.4 
sgo271 105 
sgo268 14630 
 
Nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux molécules dont l’IC50 était 
plus basse que celle de l’harmine, trois de ces composés (sgo 229, sgo 259, sgo 270) 
possèdent des IC50 de l’ordre de la dizaine du nanomolaire. Nous avons déterminé le 
mécanisme d’action vis-à-vis des deux substrats pour chacune de ces molécules, pour cela 
nous avons utilisé la même procédure que pour l’harmine c’est à dire en faisant varier la 
concentration des deux substrats ATP de 50 à 400 µM et Peptide de 5 à 30 µM avec plusieurs 
concentrations d’inhibiteurs (valeurs variables suivant les IC50). 
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Les résultats obtenus sont d’un point de vue qualitatif exactement les mêmes qu’avec 
l’harmine : inhibition réversible de type compétitif vis-à-vis de l’ATP et non compétitif vis du 
peptide. En revanche d’un point de vue quantitatif nous avons obtenu des valeurs de KI qui 
sont plus basses, autrement dit les inhibiteurs testés ont une meilleure affinité pour DYRK1A 
que l’harmine (entre un facteur 13 à 100). Un récapitulatif des valeurs des KI est présenté dans 
le tableau suivant : 
 
 
 
 
 
 
 Tests in vivo de l'activité endogène DYRK1A 3.4
 Mise au point du dosage 3.4.1
Le test d’activité a également été testé in vivo sur des extraits de cerveau de souris. A 
partir d'un broyat de cerveau, nous avons pu mettre en évidence une l'activité endogène 
DYRK1A grâce au test HPLC. Comme le montre la Figure 26, l'aire du pic produit augmente 
avec le temps de façon linéaire, la pente de cette droite représente la vitesse de formation de 
produit. Les vitesses mesurées sont dépendantes de la quantité de protéines totales. Pour une 
certaine quantité de protéine, l'augmentation de l'aire du pic en fonction du temps n'est 
linéaire que durant environ 5 minutes. 
Code KI (nM) 
Harmine 202 ± 31 
sgo229 10 ± 2 
sgo259 2,3 ± 1 
sgo270 14 ± 2 
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Figure 26 
Mesure de l'activité endogène de DYRK1A  
 Tests des inhibiteurs dans un contexte cellulaire 3.4.2
Les composés les plus prometteurs ont été testés sur les extraits de cerveaux de souris. 
Plusieurs concentrations en inhibiteur ont été utilisées et les résultats présentés dans la Figure 
27 ; les gammes de concentration ne sont pas les mêmes suivant l'inhibiteur. L'expérience a 
également était faite avec l'harmine comme inhibiteur de référence. D'une façon générale les 
IC50 retrouvées dans un contexte cellulaire sont plus élevées que lorsque le test d'inhibition est 
effectué sur l'enzyme recombinante. Mais ce décalage n'est pas identique pour tous les 
inhibiteurs, ainsi la molécule sgo229 qui est très efficace sur l'enzyme recombinante est un 
inhibiteur relativement médiocre de la DYRK1A endogène. En revanche, les composés 
sgo259 et 270 semblent tout aussi intéressants quant à leur potentiel inhibiteur de DYRK1A. 
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Figure 27 
Inhibition de l'activité DYRK1A endogène par les molécules synthétisées par l'équipe de R Dodd 
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 Discussion générale, conclusion générale et perspectifs 4
La méthode de dosage de DYRK1A par HPLC s’est révélée être sensible. En 
comparaison avec le test kinase utilisant la radioactivité, notre méthode est tout aussi précise. 
Ainsi, l'étude publiée par Adayev et al (Adayev et al, 2011) détermine les paramètres 
cinétiques de DYRK1A par un test kinase classique : les valeurs de KM et kcat rapportées sont 
très proches des valeurs que nous avons obtenues. La quantité d'enzyme utilisée par Adayev 
et coll. était de 50 ng ; nous utilisons en routine seulement 25 ng de DYRK1A. De plus, les 
méthodes d’analyse par radioactivité sont onéreuses et demandent de prendre des précautions 
importantes de manipulation. Les [-32P]-ATP et [-33P]-ATP ne sont utilisables qu'en petite 
quantité et possèdent une demi-vie courte nécessitant un apport fréquent d’ATP radioactif 
durant les manipulations. Les concentrations de 32P et 33P nécessaires pour réaliser ces tests 
d’activité kinases sont importantes et cela limite considérablement ce type de manipulations. 
La méthode de l’ELISA direct en sandwich est une méthode plus facilement 
réalisable ; elle permet un rendement plus élevé et est peu onéreuse. Cette méthode utilise des 
anticorps couplés à la biotine. La révélation se fait grâce aux liaisons spécifiques qui se 
forment entre la biotine et la streptavidine. L’utilisation d’anticorps phosphospécifiques 
dirigés contre des phosphopeptides améliore la sensibilité de la méthode mais une des limites 
est de trouver la dilution convenable pour le mélange réactionnel. La fragilité des enzymes 
utilisées et la restriction du test à un seul type de substrat à la fois sont également des limites à 
prendre en considération.  
Les limites de l’IMAP FP ou TR-FRET sont principalement les mises en œuvre de ces 
tests dans des contextes cellulaires et/ou in vivo. Les manipulations sont longues et les 
résultats souvent difficilement interprétables. La caractérisation et la réduction des bruits de 
fond lors de la lecture de la plaque par la FlexStation 3 sont nécessaires pour étudier de façon 
précise l’activité de DYRK1A. Cependant, ces protocoles d'optimisation s'avèrent difficiles à 
mettre en œuvre. 
Le test que nous avons développé au sein de la plateforme d'analyse de biomolécules 
"Bioprofiler" de l'unité BFA est basé sur la séparation du substrat/produit par HPLC. 
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L'utilisation d'un groupement fluorescent sur le peptide permet d'une part d'augmenter 
la sensibilité de la détection, et d'autre part d'en augmenter la sélectivité. Contrairement aux 
propriétés d'absorbance (210 nm), peu de biomolécules fluorescent aux longueurs d'onde du 
FAM. En contexte cellulaire, les chromatogrammes en détection par fluorescence sont 
relativement pauvres en pics contrairement aux spectres obtenus par absorbance. 
L'échelle de temps couverte par un chromatogramme est relativement courte (5 
minutes).Cependant une étude de cinétique Michaelienne nécessite l'obtention d'une centaine 
de chromatogrammes, ce qui représente un temps de mesure cumulé d'au moins 8 heures, 
auquel il faut ajouter le temps d'analyses des données. Ce test peut apparaître long, cependant 
l'utilisation d'injecteurs automatiques permet d'effectuer les injections durant la nuit. Les 
analyses de données peuvent également être automatisées. La fiabilité du matériel et des 
colonnes autorise une répétabilité très forte lors des processus d'élution chromatographique. 
Nous n'avons observé, sur une séquence de plus de 100 injections, qu'une variabilité du temps 
de rétention de quelques secondes. Il est ainsi possible d'utiliser des programmes d'intégration 
automatique basés sur un même temps de rétention. Au final, la quantification par intégration 
d'un pic d'intérêt analysé à partir d'une centaine de chromatogrammes s'effectue en quelques 
minutes. 
Ce test s'est révélé tout aussi efficace ex vivo ; l'activité DYRK1A endogène a ainsi pu 
être mesurée dans des extraits de cerveau de souris. Moins de 20 µg de protéine totale sont 
alors suffisant pour détecter une activité DYRK1A endogène. Disposant d'un test opérationnel 
de DYRK1A in vitro et ex vivo nous l'avons utilisé pour tester des dérivés hétérocycliques 
azotés de faibles poids moléculaires comme inhibiteurs potentiels. 
Les découvertes de Himpel (Himpel et al, 2000, 2001) ont permis de jeter les 
premières bases de la structure de DYRK1A. Kim ND et coll. ont ensuite mis au point un 
modèle 3D de la structure du domaine kinase de DYRK1A en utilisant l’homologie des 
boucles d’activation de DYRK1A et GSK3 (34%). Ils ont alors entrepris d’étudier in silico 
et par criblage in vitro des inhibiteurs de l’autophosphorylation de la Tyr321 et du site de 
liaison de l’ATP (Kim et al, 2006). Deux composés ont émergé malgré des observations non 
concluantes. Bain et coll. reprirent ce type d'analyse et testèrent 65 composés rapportés 
comme étant inhibiteurs spécifiques de 80 protéines kinases (Bain et al, 2007). L’harmine fut 
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ainsi identifiée comme un potentiel inhibiteur spécifique de DYRK1A in vitro, l’IC50 = 0.35 
µM.  
L’harmine est un composé -carboline (212 Da), alcaloïde naturel connu pour être un 
inhibiteur de la monoamine oxydase A ; c’est un antagoniste de la sérotonine qui a des 
propriétés hallucinogènes avec des effets à court terme et réversibles (Bain et al, 2007 ; pour 
revue Becker et al, 2011). L'harmine fut prescrite en traitement contre la maladie du 
Parkinson au début du XXème siècle. La structure cristallographique du complexe 
DYRK1A/harmine suggère que le volume de la poche de liaison de l’ATP a le volume 
adéquat pour accueillir un composé -carboline. L’harmine interagit avec les résidus de cette 
poche, c’est un inhibiteur compétitif de l’ATP. Deux ponts hydrogènes sont établis entre 
l’harmine et la Met240 et la Lys188 de DYRK1A (Figure 28a) (Adeyev et al, 2011 ; pour 
revue Becker et al, 2011). Récemment, une étude sur les Ts65Dn a permis de suggérer que 
l’harmine préviendrait une différenciation neuronale précoce, et qu’une normalisation 
pharmacologique de l’activité de DYRK1A pourrait avoir un rôle dans un traitement 
thérapeutique dans le Syndrome de Down (Mazur-Kolecka et al, 2012). L’harmine pourrait 
également inhiber l’hyperphosphorylation de la protéine Tau induite par DYRK1A, tel 
qu'observé dans la trisomie 21 (Frost et al, 2011). 
L’EGCG (Figure 28c) ou épigallocatéchine gallate est la principale catéchine, c'est un 
polyphénol, un des composés majeurs du thé vert. L’EGCG est un antioxydant neutralisant les 
radicaux libres et un inhibiteur spécifique de DYRK1A à forte concentration, il est connu 
pour réguler un certains nombres d’enzymes et de processus cellulaires (Bain et al, 2003 ; 
Adhami et al, 2003 ; Adayev et al, 2006a ; pour revue Mandel et al, 2004, 2008). Des 
approches génétiques et biochimiques, de mutagénèse dirigée, d’analyses cinétiques, de 
dosages de l’activité enzymatiques de DYRK1A et de transfections transitoires sur des 
protéines recombinantes résistantes à l’action inhibitrice de l’EGCG suggèrent qu’il est un 
inhibiteur non compétitif de l’ATP; son IC50 est de 0.33 µM pour 100 µM d’ATP et il se lie à 
un site spécifique au niveau des sous-domaines X-XI pour inhiber l’activité catalytique de 
DYRK1A (Bain et al, 2003 ; Adayev et al, 2006a). L’EGCG a la propriété de traverser la 
barrière hémato-encéphalique (Lin et al, 2007) et la barrière placentaire (Chu et al, 2007). 
Un nouvel inhibiteur synthétique de DYRK1A, appelé INDY, a été caractérisé par 
cristallographie aux rayons X (Figure 28b) (Ogawa et al, 2010). INDY est un dérivé 
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benzothiazole. Inhibiteur potentiel de DYRK1A, il est hautement sélectif. La proINDY, 
précurseur de l’INDY, s'avère efficace pour compenser des malformations de la tête induites 
par une surexpression de DYRK1A au sein d’embryons de Xénope (Ogawa et al, 2010). 
L’inhibition de DYRK1A par INDY est comparable à celle de l’harmine, les mécanismes 
structuraux de l’inhibition sont similaires. La cristallographie aux rayons X a permis de mettre 
en évidence qu’INDY est un inhibiteur compétitif de l’ATP qui se lie au site de liaison de 
l’ATP en interagissant avec DYRK1A par des ponts hydrogènes avec les résidus Leu241 et 
Lys188 (IC50 = 0.24 µM, KI=0.18 µm). Il aurait la propriété d’inhiber la phosphorylation 
aberrante de la protéine Tau et de rétablir la signalisation de NFATc réprimée ; ces processus 
étant induits par la surexpression de DYRK1A. (Ogawa et al, 2010 ; pour revue Becker et al, 
2011). Une augmentation de 1.5 fois l’expression de DYRK1A est considérée comme 
pathogénique : il semblerait possible d'utiliser une dose d’INDY relativement faible pour 
réduire l’activité catalytique de DYRK1A. Dans ce contexte, il serait intéressant d’étudier les 
effets d’INDY chez les souris transgéniques, afin d‘évaluer les possibilités d’utiliser le 
complexe INDY/DYRK1A comme agent thérapeutique dans le Syndrome de Down (Ogawa 
et al, 2010). Le lien entre DYRK1A, l’hyperphosphorylation de la protéine Tau et 
l’augmentation de la phosphorylation de la protéine amyloïde est par ailleurs de plus en plus 
établi. INDY ayant la propriété d’inhiber la phosphorylation de la Tyr212 de Tau, in vitro, il 
serait intéressant de l’utiliser pour comprendre le rôle de DYRK1A dans la formation des 
DNF et pour examiner le cas échéant la possibilité que DYRK1A constituerait une nouvelle 
cible thérapeutique en contexte de pathologies dégénératives: maladie d’Alzheimer et autres 
neuropathies. 
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Figure 28a, b et c 
Inhibiteurs potentiels de DYRK1A (d’après Ogawa et al, 2010 ; Becker et Sippl, 2011 ; Wang et al, 
2012). 
 
a) L’harmine (IC50 = 0,35 µM) est un inhibiteur naturel de l’activité de DYRK1A mature et de son 
autophosphorylation sur la Tyr321 durant sa synthèse.  Il prévient la formation de l’enzyme active. Il se fixe au 
niveau de la poche de liaison de l’ATP et établit des liaisons hydrogènes avec la Lys188 et la Leu241. 
 
b) L’INDY (Inhibitor of Dyrk) (IC50 = 0,24 µM) est un inhibiteur synthétique, hautement sélectif et compétitif 
contre l’ATP. Il se lie au niveau du site de liaison de l’ATP en établissant des liaisons hydrogènes avec la 
Leu241 et la Lys188. L’inhibition de DYRK1A par INDY est comparable avec celle de l’harmine dont il peut 
être le substitut. 
 
c) L’ECGC (Epigallocatechin-3-gallate) (IC50 = 0,33 µM) est un inhibiteur naturel (polyphénol) non compétitif 
contre l’ATP. C’est un composé majeur du thé vert, il inactive DYRK1A par liaison à un site au niveau des sous-
domaines X et XI en établissant des liaisons avec les résidus Lys465 et Arg467 (ce dernier est hautement 
conservé) et inhibe ainsi l'activité de DYRK1A 
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Les synthèses réalisées par l'équipe de R Dodd ont été guidées par la modélisation 
moléculaire et l'utilisation de techniques de « docking », à partir de la structure 
tridimensionnelle de la Dyrk1A cristalline. Le modèle de docking réalisé avec l’harmine est 
représenté dans la Figure 28a. 
En tenant compte principalement des possibilités de création de liaisons hydrogène 
stabilisatrices, ont été conçus des inhibiteurs extrêmement actifs. L’existence d’une poche 
hydrophobe nous permet d’envisager la synthèse de composés encore plus performants, en 
jouant notamment sur la nature des groupements R et R’ ou en introduisant d’autres 
hétéroatomes. Nous avons pu identifier des composés qui présentent des activités d’inhibition 
sur la protéine Dyrk1A très intéressantes, avec des IC50 de l’ordre de 10 nM et sont de ce fait 
parmi les plus puissants inhibiteurs de cette enzyme connus à ce jour. 
L’inhibition de kinases est généralement associée à des effets cytotoxiques. Tous les 
composés ont été évalués sur leur potentiel cytotoxique (résultats effectués par les collègues 
chimistes). Les résultats ont montré que les dérivés sgo 229, 259 et 270 présentant les 
meilleures IC50 sur DYRK1A ne possédaient quasiment aucune cytotoxicité sur les cellules 
KB à 10-5 et 10-6 M. 
Ces dérivés étant quasiment dépourvus de cytotoxicité, ce sont des candidats 
potentiellement intéressants pour un traitement de déficiences cognitives et mnésiques 
associées à la trisomie 21 et à la maladie d’Alzheimer. 
Dans la perspective logique de ce travail, il reste à tester les meilleurs candidats sur 
des modèles transgéniques du SD. 
Lors d’études utilisant des modèles murins pour la trisomie 21 (Figure 4), plusieurs 
molécules ont d'ores et déjà été testées afin d’étudier leur influence sur la mémoire et 
l’apprentissage (Gardiner et al, 2006, pour revue Gardiner et al, 2010a/b). Le but ultime étant 
d’envisager un jour des traitements pouvant améliorer la mémorisation et l’apprentissage des 
personnes trisomiques et peut être même réduire leur retard mental. Pour l’heure, ces 
molécules sont testées sur des cellules et des souris transgéniques servant de modèles d’études 
pour la trisomie 21. Le test d’activité kinase mis au point au cours de ce projet pourrait 
s’avérer utile pour approfondir ces types d'études.  
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Une étude clinique menée chez l’Homme (Lott et al, 2002) a permis de mettre en 
évidence qu’une stratégie thérapeutique ciblée pouvait être envisageable. Dans la maladie 
d’Alzheimer et le Syndrome de Down, un déficit cholinergique est détecté et serait impliqué 
dans le déclin cognitif, linguistique et comportemental (Hassin-Baer et al, 1992). Se basant 
sur l'amélioration observée de la neurotransmission cholinergique dans la maladie 
d’Alzheimer par traitement avec un inhibiteur de l’acétylcholinestérase, le donepezil 
(Sunderland et al, 1998 ; Evans et al, 2000), des tests pharmacologiques chez des personnes 
trisomiques ont été envisagés. Le donepezil semble permettre de lutter contre l’apparition 
clinique de la démence durant le début et la période qui suit le début du déclin cognitif. Son 
utilisation semble être associée à une amélioration significative du fonctionnement cognitif à 
court terme (Lott et al, 2002). 
Une autre perspective importante de ce travail concerne les applications potentielles 
du test HPLC. Celui-ci peut s'adapter à la mesure d'autres activités kinases, phosphatases et 
phosphodiesterases ; il faut pour cela utiliser des peptides spécifiques à l'activité de l'enzyme 
à détecter. D'une façon plus globale toute modification de protéine (peptide) qui peut être 
identifiée par HPLC peut constituer un moyen de mesurer l'activité enzymatique qui catalyse 
cette modification. Sur la plateforme Bioprofiler de l'unité BFA, des tests d'activité pour des 
méthyltransférases, des acetyltransférases, etc. sont en cours de développement. 
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Régulations épigénétiques de l'expression du gène 
codant ISL1, un facteur essentiel à la différenciation du 
lignage gonadotrope et à l'expression du récepteur de la 
GnRH. 
 
 Introduction générale 1
Le facteur de transcription Islet1 (ISL1) appartient à la famille des protéines LIM à 
homéodomaine. Ces protéines sont présentes chez tous les Vertébrés et leurs domaines 
fonctionnels sont étroitement conservés. Elles jouent, pour la plupart, des rôles essentiels dans 
le développement chez les Mammifères. C'est le cas d'ISL1, impliquée dans de nombreux 
processus développementaux incluant le développement du pancréas, du système cardiaque, 
des neurones moteurs de la moelle épinière ou la formation des dents. ISL1 joue également un 
rôle crucial dans l'ontogenèse hypophysaire, à la fois dans les étapes précoces et plus tardives 
du développement ainsi que dans le maintien des fonctions différenciées chez l'adulte, 
notamment le contrôle de la fonction de reproduction qu'assure au sein de l'hypophyse le 
lignage gonadotrope. Je reviendrai sur les points cités plus haut pour mettre en exergue 
l'intérêt de ce sujet au regard de la littérature. Auparavant, je décrirai le cadre dans lequel se 
situe cette étude, l'hypophyse, une glande originale et complexe, dont l'étude a été à l'origine 
d'une nouvelle branche des Neurosciences, la Neuroendocrinologie. J'évoquerai plus 
particulièrement le lignage gonadotrope, l'un des six lignages endocrines hypophysaires. Les 
cellules formant ce lignage expriment des gènes spécifiques, marqueurs de l'état différencié 
de ces cellules, en particulier celui codant pour le récepteur de la GnRH (GnRHR). Ce 
récepteur constitue l'un des agents majeurs du contrôle de la fonction de reproduction par sa 
capacité à décoder les signaux émis par son ligand hypothalamique et à les traduire en 
modulant de manière différentielle la sécrétion de LH et de FSH. L'analyse des mécanismes 
impliqués dans l'expression du gène du récepteur (Gnrhr) a permis de démontrer qu'il 
constituait l'une des cibles privilégiée d'ISL1 dans l'hypophyse, faisant de ce facteur de 
transcription un nouvel acteur de la mise en place et du maintien de la fonction gonadotrope. 
Dans les étapes précoces de l'ontogenèse hypophysaire, à 8,5 jours de développement 
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embryonnaire (E8.5) chez la souris, ISL1 s'exprime dans l'ensemble des cellules destinées à 
former l'hypophyse. Plus tard, vers 10,5 jours de développement (E10.5), l'expression de son 
gène se restreint aux cellules qui peuplent la partie ventrale de l'hypophyse et, chez l'adulte, il 
s'exprime dans les cellules gonadotropes, probablement de manière non exclusive. Les 
mécanismes qui président à l'expression de ce gène à ces différents stades de développement 
reflètent vraisemblablement différentes facettes des régulations génétiques et épigénétiques. 
C'est ce que nous avons commencé à décrypter au cours de cette étude.  
Dans cette introduction, nous décrirons le complexe hypothalamo-hypophysaire sur le 
plan anatomique et fonctionnel, la découverte historique des neurohormones 
hypothalamiques, le système GnRH/GnRH récepteur sous ses divers aspects physiologiques 
et moléculaires avant de présenter ISL1, une protéine LIM à homéodomaine découverte en 
1990 (Karlsson et al) et d'évoquer la place essentielle qu'elle tient dans le développement de 
plusieurs tissus. Nous conclurons cette introduction par une présentation des modifications 
épigénétiques, modifications des histones et méthylation de l'ADN, susceptibles d'affecter les 
gènes d'Isl1 et du récepteur de la GnRH. La mise en évidence de ces modifications sur ces 
gènes constitue le sujet essentiel de cette partie de thèse et apporte un nouvel éclairage sur les 
régulations géniques au cœur de la fonction gonadotrope. 
 Le complexe hypothalamo-hypophysaire 1.1
Le contrôle étroit que le système nerveux central exerce sur le fonctionnement des 
gonades est indispensable pour le déroulement physiologique normal de la fonction de la 
reproduction chez les Mammifères. Cette régulation s'établit via le complexe hypothalamo-
hypophysaire. Ce dernier est formé de l’hypophyse, une glande située à la base du cerveau au-
dessus de l’os sphénoïde et de la voûte que constitue le palais. Cette glande endocrine joue un 
rôle majeur non seulement dans la fonction de reproduction mais également dans plusieurs 
grandes fonctions physiologiques comme la lactation, la croissance, le métabolisme, le 
développement et la réponse au stress. L'hypophyse est directement reliée à l’hypothalamus 
par la tige pituitaire. 
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Figure 1 
L’axe hypothalamo-hypophysaire chez les Mammifères 
 
L’axe hypothalamo-hypophysaire est constitué de l’hypothalamus et de l’hypophyse. 
L’hypophyse est une glande composée de deux lobes qui sont d’origine embryonnaire différente : le lobe 
postérieur est d’origine nerveuse et le lobe antérieur d’origine glandulaire. L’hypophyse postérieure ou la 
neurohypophyse est divisée en deux régions : l’infundibulum ou la tige pituitaire et le lobe postérieur ou pars 
nervosa qui contient les terminaisons nerveuses des neurones à vasopressine et ocytocine. Les corps cellulaires 
de ces neurones sont localisés dans les noyaux supra optiques (SON) et paraventriculaire (PVN) de 
l’hypothalamus. L’hypophyse antérieure ou l’adénohypophyse est divisée en trois régions :, la pars intermedia, 
dans laquelle se trouvent majoritairement les cellules mélanotropes qui produisent la MSH et les endorphines, la 
pars tuberalis et la pars distalis, où se situent les cinq autres types cellulaires hypophysaires : les cellules 
gonadotropes qui produisent et libèrent la LH et la FSH, les cellules corticotropes qui produisent et libèrent 
l’ACTH, les cellules lactotropes qui produisent et libèrent la prolactine, les cellules somatotropes qui produisent 
et libèrent la GH et le cellules thyréotropes qui produisent et libèrent la TSH. L’hypothalamus et l’hypophyse 
antérieure sont reliés indirectement par l’intermédiaire de neurohormones régulant l’activité des hormones 
hypophysaires. Parmi elles, la CRH, la somatostatine, la TRH et la GnRH. Ces neurohormones sont déversées 
dans le système porte hypothalamo-hypophysaire au niveau de la tige pituitaire et se fixent sur leur récepteur 
respectif dans l’adénohypophyse. Le GnRHR s’exprime exclusivement à la surface des cellules gonadotrope 
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 Anatomie fonctionnelle de l'hypophyse 1.1.1
Le complexe hypothalamo-hypophysaire intègre des informations d’origine diverse, 
internes et externes à l'organisme, et émet en réponse des signaux hormonaux finement 
modulés, destinés à réguler l'activité des organes et parvenir à un fonctionnement 
physiologique optimal. 
L’hypophyse est composée de deux parties d’origine embryonnaire différente (Scully 
et Rosenfeld, 2002 ; pour revue Catala et Trouillas, 2006) : l’adénohypophyse ou hypophyse 
antérieure et la neurohypophyse ou hypophyse postérieure. L’adénohypophyse provient de 
l’ectoderme de surface qui par la suite deviendra le toit du pharynx primitif ou stomodeum 
(Kouki et al, 2001). Ce dernier donnera naissance à la poche de Rathke dont les cellules vont 
se différencier sous l’influence de gradients morphogénétiques constitués par des signaux 
extra-hypophysaires de facteurs de croissance et de protéines morphogènes (FGF8, BMP4, 
BMP2) (Scully and Rosenfeld, 2002). L’adénohypophyse adulte est divisée en trois parties 
morphologiquement distinctes (Figure 1) : la pars tuberalis, la pars distalis et la pars 
intermedia. La première se situe dans la partie rostrale et entoure la tige pituitaire. La seconde 
constitue la partie la plus importante de l'hypophyse glandulaire. La troisième partie ou pars 
intermedia ou encore lobe intermédiaire ou cystiforme régresse chez les Primates pour 
devenir quasiment absente chez l'Homme. Cette adénohypophyse est constituée de six types 
cellulaires endocrines : les cellules gonadotropes, thyréotropes, somatotropes, lactotropes, 
corticotropes et mélanotropes qui respectivement synthétisent et sécrètent les hormones 
gonadotropes - hormone lutéinisante ou LH et hormone folliculo-stimulante ou FSH -, 
l'hormone thyréotrope (TSH), l’hormone de croissance (GH), la prolactine (PRL), l'hormone 
corticotrope (ACTH) et l'hormone mélanotrope (MSH). Chacune de ces hormones est libérée 
dans la circulation sanguine afin d’agir sur ses organes cibles en fonction des informations 
nerveuses provenant de l’hypothalamus. Un septième type cellulaire, non sécrétant, les 
cellules folliculo-stellaires, exprime des marqueurs de cellules gliales, la protéine S-100 et la 
GFAP (Vila-Porcile, 1972 ; Fauquier et al, 2001). Elles pourraient constituer un système de 
communication intercellulaire hypophysaire et/ou s’apparenter à des cellules souches (Inoue 
et al, 2002), participant ainsi à certaines fonctions hypophysaires. 
La neurohypophyse ou hypophyse postérieure (Figure 1) est d’origine 
neuroectodermique. Ces cellules proviennent de la plaque neurale médiane qui formera le 
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plancher du diencéphale (Couly et al, 1987 ; Rubenstein et al, 1998 ; Cobos et al, 2001). Elle 
est divisée en trois régions. Le lobe postérieur ou pars nervosa est relié à l’hypothalamus par 
l’éminence médiane et la tige infundibulaire ou pituitaire. La neurohypophyse contient 
essentiellement des cellules gliales dites pituicytes et les terminaisons nerveuses des neurones 
hypothalamiques à vasopressine ou hormone antidiurétique et à ocytocine. Ces hormones sont 
synthétisées par les neurones des noyaux supraoptiques (SON) et paraventriculaires (PVN) de 
l’hypothalamus (Okado et al, 1980 ; Kioussi et al, 1999).  
 Mise en évidence du contrôle neuro-hormonal 1.1.2
C’est au début des années 1950 que l’hypothèse d’un contrôle neuro-hormonale de 
l’hypophyse antérieure par l’hypothalamus fut proposée par Georges Harris et Jacques Benoit. 
Ce contrôle, selon leur intuition d’alors, était chimique. Ils ont donc émis l’hypothèse qu’il 
existait une communication chimique entre les cellules nerveuses, ce qui remettait en cause la 
thèse soutenue et difficile à détrôner à l’époque qui postulait que la seule communication 
possible entre les cellules nerveuses s'établissait par des influx électriques. 
Cette hypothèse fut fondée sur des observations que fit G.Sayers en 1947 chez le rat en 
état de stress. Il observa une régulation de l’hypophyse par une molécule polypeptidique 
l’adrénocorticotrophine ou ACTH (Sayers et al, 1947). A la suite de cette observation, 
plusieurs scientifiques comme Claude Fortier, Roger Guillemin ou Andrew Schally furent de 
plus en plus convaincus de l’existence d’un contrôle autre qu’électrique au niveau 
hypophysaire (Fortier, 1952 ; Guillemin et al, 1955 ; Saffran et Schally, 1955). Néanmoins, ce 
fut Georges Harris et Jacques Benoit qui, lors d’observations chez le rat, apportèrent les 
premières conclusions. Chez le rat, après ablation totale de l’hypophyse et transplantation 
d'hypophyse fœtale, les femelles ne se voyaient restaurer leur fertilité que si l’hypophyse 
transplantée était reliée à l’hypothalamus par la tige pituitaire. Harris qualifiait ce lien de 
contrôle humoral hypothalamique (Harris et Jacobsohn 1952) lequel fut observé à nouveau 
grâce aux expériences réalisées par Jacques Benoit la même année (Benoit et Assenmacher, 
1952). Ces derniers découvrirent que ce message chimique partait de l’hypothalamus pour 
atteindre l’hypophyse par l’intermédiaire d’un système de communication vasculaire, donc 
non nerveux, le système porte hypothalamo-hypophysaire. 
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 Découverte des neurohormones hypothalamiques 1.1.3
Plusieurs neurohormones hypothalamiques hypophysiotropes furent découvertes entre 
1955 et 1981. La première, en 1955, fut la corticolibérine (CRF puis CRH en 1981), 
responsable de la libération de l’ACTH (Fortier et al, 1955). La somatostatine ou SRIF quant 
à elle fut découverte en 1973. La production hypophysaire de la LH et la FSH ainsi que leurs 
incidences sur les gonades ont été mises en évidence dans les années 1930. L’implication de 
l’hypothalamus et du système nerveux central dans la régulation gonadique, et donc de la 
reproduction, fut identifiée entre les années 1940 et 1950 et c’est seulement en 1971 que fut 
caractérisée, par R. Guillemin et par A. Schally, la gonadolibérine ou GnRH mammalienne, 
un décapeptide de formule pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-CONH2, 
responsable de la libération de la FSH et la LH, (Amoss et al, 1971; Matsuo et al, 1971). Cette 
découverte fut précédée par celle de la thyréolibérine ou TRH en 1965, un tripeptide de 
formule pyroGlu-His-ProNH2, responsable de la libération de l'hormone thyréotrope. Ce fut 
le premier peptide hypothalamique identifié ce qui a permis par la suite de déchiffrer le 
fonctionnement de l’axe hypothalamo-thyroïdien ainsi que les pathologies afférentes à cet 
axe. La découverte de la GnRH permettra quelques années plus tard d’orienter les recherches 
sur les pathologies touchant l’axe gonadotrope, tout particulièrement l’infertilité et la stérilité. 
Ces découvertes successives des neurohormones et du système porte hypothalamo-
hypophysaire qui partaient de l’intuition qu’il existait un contrôle chimique de l’hypophyse 
par l’hypothalamus furent approfondies par l’apparition de techniques de dosage plus 
précises. En 1977, Roger Guillemin et Andrew Schally reçurent le prix Nobel de physiologie 
et médecine, qu’ils partagèrent avec Rosalyn Yalow, une physicienne qui mit au point une 
méthode de dosage par radio-immunologie permettant de détecter et de doser les hormones 
hypothalamiques en petites quantités. Quant à l’ocytocine et la vasopressine, deux 
neurohormones sécrétées par les neurones hypothalamiques dans la circulation sanguine au 
niveau du lobe postérieur de la neurohypophyse, elles furent découvertes également dans les 
années 1950 par Vincent du Vigneaud, prix Nobel de chimie en 1955. 
La mise en évidence par l’hypothalamus, via des neurohormones spécifiques, du 
contrôle des sécrétions hypophysaires qui ensuite agissent spécifiquement sur leurs organes 
cibles, a permis l’élaboration d’analogues synthétiques autorisant la prise en charge mieux 
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adaptée des pathologies endocriniennes et conduisant à mettre au point de nouvelles 
approches thérapeutiques en cancérologie avec la mise en place de chimiothérapies ciblées. 
 L'hypophyse, une invention évolutive des Vertébrés  1.1.4
Les découvertes faites depuis les cinquante dernières années concernant 
l’hypothalamus, l’hypophyse, leurs liens et les différentes façons que ce complexe utilise pour 
communiquer avec divers organes y compris le cerveau, ont conduit plusieurs équipes à 
s’intéresser à l’évolution de celle-ci. 
Cette organisation tripartite (hypothalamus, hypophyse, organes), telle qu’elle est 
connue dans toute sa complexité, constitue une invention évolutive des Vertébrés. Si l'on se 
restreint au contrôle de la reproduction, le processus évolutif qui a abouti à l'établissement de 
l’axe gonadotrope au cours du temps inclut l’émergence de l’hypophyse, structure faisant le 
lien entre le système nerveux central et les gonades. Si l'on se réfère à l'ensemble du règne 
animal, la gonadolibérine (GnRH) et son récepteur sont présents chez les Bilatériens avant la 
séparation des Deutérostomes et des Protostomes (Tsai, 2006). En revanche, plusieurs études 
montrent que chez les Urochordés, dont la Cione, et les Céphalochordés, comme 
l’Amphioxus, les gènes codant les hormones antéhypophysaires sont manquants (Campbell et 
al, 2004, Dos Santos et al, 2009). Il n’existe donc pas d’hormone hypophysaire ni de structure 
apparentée à l’hypophyse telle que l’on peut la connaître chez les Vertébrés. Chez les 
Mollusques, comme l’huître creuse, il existe un récepteur à la GnRH ressemblant à celui des 
Vertébrés mais exprimé au niveau des gonades mâles et femelles (Rodet et al, 2005) et 
l’expression de ce récepteur semble être régulée au cours du cycle de la reproduction, 
suggérant un rôle dans le contrôle de la ponte. Chez Aplysia et Helisoma, d’autres 
Mollusques, la GnRH stimule la libération des gamètes.  
L’hypophyse apparaît avec les Vertébrés (Nozaki et al, 2001). C’est une structure 
délimitée, avec tous les types cellulaires que l’on trouve déjà chez les Cyclostomes comme la 
lamproie et les myxines, avec un système vasculaire permettant la communication entre 
l’hypothalamus et l’hypophyse. Le système porte hypothalamo-hypophysaire est présent chez 
les Vertébrés à mâchoires, les Gnathostomes, à l’exception des poissons Téléostéens où ce 
système a régressé. Dans ce cas particulier, on observe une innervation directe du tissu 
hypophysaire par les terminaisons nerveuses des neurones hypothalamiques (Lovejoy, 2006). 
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Au sein même des Vertébrés, le système hypothalamo-hypophysaire va subir des 
modifications et va se complexifier chez les Mammifères, chez les Primates et chez l’Homme 
pour donner cette structure intégrant des informations de diverses origines pour les traiter et 
les relayer par des signaux hormonaux destinés aux organes cibles.  
L’axe gonadotrope (Figure 2) comprend le système hypothalamo-hypophysaire qui 
constitue le centre intégrateur, la circulation sanguine générale qui transporte les hormones et 
constitue la voie de communication et enfin les gonades qui sont les organes cibles. Les 
cellules antéhypophysaires qui dialoguent avec les gonades sont les cellules gonadotropes 
(Treier et Rosefeld, 1996). Elles représentent environ 15% des cellules de l’adénohypophyse. 
C’est vers la 15ème semaine de développement (SD) chez le fœtus féminin humain et la 20ème 
SD chez le fœtus masculin humain, que les sous-unités  de la LH et de la FSH sont détectées 
alors que la sous-unité  (CGA) commune aux hormones FSH, LH et TSH est détectée dès la 
8ème SD (Asa et al, 1986 ; pour revue Catala et Trouillas, 2006). Les cellules gonadotropes 
reçoivent les informations émises par des neurones localisés dans les noyaux arqués 
hypothalamiques qui libèrent la GnRH au niveau de la pars intermedia dans le système porte 
hypothalamo-hypophysaire. Le GnRH vient se fixer sur son récepteur spécifique au sein des 
membranes plasmiques des cellules gonadotropes et ainsi stimule la sécrétion des hormones 
gonadotropes et active la transcription des gènes des sous-unités  de la LH et la FSH et de la 
sous-unité  ainsi que celle du gène codant son propre récepteur (Figure 2). La LH et la FSH 
sont synthétisées et libérées en fonction de la fréquence et de l’amplitude des pulses de 
GnRH. Cette dernière est elle-même contrôlée par les hormones sexuelles qui exercent des 
rétrocontrôles via la circulation sanguine générale.  
Chez la femme, le rôle principal de l’hormone lutéinisante est de déclencher 
l’ovulation survenant 36 à 48 heures après un pic ou décharge ovulante de LH provoqué par 
un rétrocontrôle positif de l’œstradiol-17. La LH permet avec la FSH la maturation 
folliculaire et la transformation du follicule rompu en corps jaune pendant la phase lutéale du 
cycle menstruel ainsi que la synthèse de progestérone et d'œstrogènes par le corps jaune après 
l’ovulation. Chez l’homme, la LH stimule la production de la testostérone par les cellules 
interstitielles du testicule, les cellules de Leydig.  
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L’hormone folliculo-stimulante chez la femme a pour rôle principal de stimuler les 
cellules de la granulosa qui sécrètent de l’œstradiol et de l’inhibine B et expriment à leur 
surface des récepteurs spécifiques de la LH. Ces mêmes cellules produisent également une 
aromatase afin de convertir les androgènes en œstrogènes et permettre l’ovulation. Chez 
l’homme, la FSH stimule les cellules de Sertoli qui, à leur tour, vont sécréter de l’inhibine B 
pour la spermatogénèse.  
La GnRH contrôle les processus permettant le développement du follicule ovarien, 
l’ovulation, le maintien du corps jaune au cours du cycle menstruel chez la femme et la 
spermatogénèse chez l’homme. La testostérone, la progestérone et les œstrogènes vont en 
retour réguler le taux de GnRH libéré en agissant par rétrocontrôle positif ou négatif sur 
l’hypothalamus et l’hypophyse. L’une des questions importantes concerne les mécanismes 
restreignant l’expression de récepteur de la GnRH aux seules cellules gonadotropes au sein de 
l’hypophyse antérieure. Ces mécanismes sont essentiels puisqu’ils participent majoritairement 
à la mise en place de la spécificité de la fonction gonadotrope et qu’ils sont liés, directement 
ou indirectement, aux processus de différenciation hypophysaire.  
Parmi les Vertébrés, notamment chez les poissons, les amphibiens et les oiseaux, il 
existe plusieurs formes de GnRH associées à plusieurs types de récepteurs. Néanmoins, les 
Mammifères expriment de manière quasi exclusive le récepteur au GnRH de type 1 et c'est à 
celui-ci que nous nous référerons sous l'appellation générale de GnRHR (et de GnRH pour 
son ligand) tout au long de ce mémoire. 
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Figure 2 
L’axe gonadotrope chez les Mammifères 
La GnRH, libérée de façon pulsatile dans le système porte, se fixe sur son récepteur à 7 domaines 
transmembranaires situé à la surface des cellules gonadotropes. L’activation de la protéine G trimérique liée au 
GnRHR transduit le signal via les voies de signalisation et favorise l’activité transcriptionnelle des gènes Cga 
(GSU), Lh, Fsh et Gnrhr. La LH et la FSH, libérées de façon pulsatile dans la circulation générale jusqu’aux 
gonades, stimulent la synthèse des hormones stéroïdiennes telles que l’œstradiol, la progestérone, la testostérone 
ainsi que des hormones peptidiques comme l’activine, l’inhibine ou la follistatine. Ces hormones permettent la 
formation des gamètes et exercent des rétrocontrôles positifs ou négatifs sur la synthèse des hormones 
hypophysaires et neurohormones hypothalamiques 
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 La GnRH 1.2
La GnRH présente une structure tridimensionnelle en épingle à cheveux dont les 
extrémités N et C terminales participent à l’interaction avec le récepteur de la GnRH 
(GnRHR). Ses extrémités sont modifiées par cyclisation de la glutamine en acide 
pyroglutamique et amidation du groupement carboxyle terminal protégeant la GnRH des 
protéases telles que l’aminopeptidase et la carboxypeptidase (pour revue Caraty et al, 2001 ; 
pour revue Millar et al, 2004). Le gène humain de la GnRH se situe sur le chromosome 8. Il 
code un précurseur de 92 acides aminés, le pré-pro-GnRH qui contient la GnRH et le peptide 
GAP. Ce precurseur subit des modifications post-traductionnelles avec pour conséquence le 
clivage et l’élimination d’acides aminés basiques en C terminal et la cyclisation de ses deux 
extrémités. 
 Les neurones à GnRH  1.2.1
La GnRH et le peptide GAP, dont le rôle est encore mal connu, sont stockés dans des 
vésicules de sécrétion (pour revue Caraty et al, 2001) localisées dans les terminaisons 
nerveuses des neurones à GnRH hypothalamiques situés dans l'aire préoptique chez la plupart 
des Mammifères et dans l'hypothalamus médio-basal chez les Primates. Ces neurones à 
GnRH, de type parvocellulaires, sont petits avec un noyau condensé et leur distribution est 
diffuse. Ils sont peu nombreux, environ 2.000 chez l’Homme (pour revue Beauvillain, 2008). 
Ces neurones ont été mis en évidence par l'observation de patients atteints d’un syndrome 
associant hypogonadisme et anosmie (perte de l’olfaction). Ce syndrome fut défini par Franz-
Josef Kallmann en 1944. Son incidence est de 1/10.000e (Schwanzel-Fukada et Pfaff, 1989 ; 
pour revue Bianco et Kaiser, 2009). Ces observations ont permis de mettre en évidence 
l’origine de ces neurones. Durant le développement embryonnaire, les neurones à GnRH 
migrent depuis le compartiment nasal le long des nerfs olfactifs jusqu'à la plaque cribriforme 
et divergent vers une région plus caudale du cerveau antérieur pour atteindre leur destination 
finale dans l'hypothalamus (Schwanzel-Fukada et Pfaff, 1990 - pour revue 1999 ; Duittoz et 
al, 1998). Ces neurones émettent des prolongements axonaux le long de l’éminence médiane 
vers le système porte hypothalamo-hypophysaire afin de relarguer la GnRH dans la 
circulation sanguine pour atteindre l'adénohypophyse où elle se fixe sur son récepteur à la 
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surface des cellules gonadotropes. Ce décapeptide est sécrété dans le système porte de façon 
pulsatile induisant une sécrétion également pulsatile de LH.  
 La pulsatilité de la GnRH et ses conséquences 1.2.2
La pulsatilité de la GnRH a un rôle essentiel dans le maintien de la fonction 
gonadotrope et donc de la reproduction. La pulsatilité de la GnRH entraine la pulsatilité des 
gonadotropines. Lorsque des cellules hypothalamiques (GT1-7) sont mises en culture, cette 
pulsatilité est conservée et l’ensemble des neurones sécrète de façon synchronisée la GnRH, 
formant un réseau fonctionnel appelé « générateur de pulses de GnRH » (Knobil, 1990 ; pour 
revue Weiner et al, 1992). En 1971, lors de la découverte de la GnRH, il fut observé que des 
injections intraveineuses de 100 mg de GnRH entrainaient une libération massive de LH et de 
FSH. Ces observations furent confirmées lors d’expériences sur le macaque (Belchetz et al, 
1978) atteint d’hypogonadisme-hypogonadotrope. En revanche, une administration continue 
et massive de GnRH inhibe la sécrétion des gonadotropines. Des expériences chez le mouton 
ont révélé qu’un pulse de GnRH entrainait un pulse de LH détectable dans la circulation 
sanguine (Clarke et Cumming, 1982). Knobil, dans les années 1990, montra chez le macaque 
qu’une perfusion en continue de GnRH supprime la sécrétion des gonadotropines et que la 
pulsatilité de chaque neurone à GnRH est synchronisée avec celle de tous les autres (Knobil, 
1990). Il a montré également qu’une injection pulsatile de GnRH induit une puberté précoce. 
Parmi les périodes de la vie humaine, la période fœtale, la période post-natale jusqu’à 2 ans et 
la période pubertaire sont des périodes où la LH et la FSH sont sécrétées et jouent un rôle 
déterminant. En revanche, il existe une phase durant l’enfance où le complexe hypothalamo-
hypophysaire semble quiescent. Ce serait la conséquence d’une inhibition de l’amplitude des 
pulsations. La levée de cette inhibition permet l’entrée en puberté. Les pulses de GnRH durent 
quelques dizaines de minutes, espacés d’un intervalle de temps compris entre 30 à 120 
minutes. Les fréquences des pulses contrôlent l’activation sélective de certaines voies de 
signalisation après la liaison de la GnRH sur son récepteur. Ces découvertes ont des 
répercussions importantes en médecine humaine et clinique. L’utilisation de pompes 
pulsatiles à GnRH (Pitteloud et al, 2002) permet de traiter les déficits hypothalamiques 
comme le Syndrome de Kallmann. Au contraire, l’administration continue d’agonistes de la 
GnRH à action prolongée freine la sécrétion des gonadotropines et facilite les manipulations 
pharmacologiques de l’ovulation dans le cadre des pubertés précoces (Boepple et al, 1990 ; 
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Lahlou et al, 2000). Ces traitements sont également utilisés dans les cas des cancers 
hormonaux-dépendants (Emons et Schally, 1994 ; Vacher, 1995) et, plus généralement, pour 
réguler les troubles endocriniens (Cedars et al, 1990).  
 Les régulations de la GnRH 1.2.3
La sécrétion de la GnRH est modulée par différents facteurs d’origines et de natures 
diverses. Les hormones stéroïdes gonadiques, dont la testostérone, la progestérone et les 
œstrogènes, régulent la synthèse et la libération de la GnRH en agissant sur les neurones à 
GnRH par des rétrocontrôles positifs ou négatifs. Chez l’homme, la testostérone exerce un 
rétrocontrôle négatif sur la sécrétion de la GnRH (Matsumoto et Bremner, 1984 ; Emmelot-
Vonk et al, 2008). Les œstrogènes exercent un rétrocontrôle négatif sur le complexe 
hypothalamo-hypophysaire. En revanche, chez la femme, au moment de la période précédant 
le pic pré-ovulatoire de LH et de FSH, ils exercent un rétrocontrôle positif. Cette période 
correspond à la phase folliculaire chez l’humain et pro-œstrus chez les rongeurs (pour revue 
Herbison et Pape, 2001).  
Les hormones stéroïdes semblent également agir via des rétrocontrôles positifs ou 
négatifs sur d’autres neurones qui agiront eux-mêmes sur les neurones à GnRH. Les neurones 
à kisspeptides en sont un exemple. Ces derniers relayeraient l’action de la leptine sur la 
sécrétion de la GnRH (Smith et al, 2006). La leptine est une hormone peptidique produite par 
le tissu adipeux dont l'un des rôles est de rendre compte au système nerveux central de l’état 
et de la qualité des réserves énergétiques du tissu adipeux (Watanobe, 2002 ; pour revue 
Pineda et al, 2010). La fonction de reproduction nécessitant un apport énergétique important, 
elle se trouve affectée si les réserves sont insuffisantes (pour revue Martin et al, 2008) 
jusqu’au point d’être bloquée. D’autres études récentes révèlent que la sécrétion des 
gonadotrophines peut être inhibée par d’autres hormones comme la « Gonadotropin Inhibitory 
Hormone » ou GnIH (pour revue Tsutsui et al, 2010). Ces études révèlent également que les 
cellules gliales, astrocytes et tanycytes au niveau de l’éminence médiane, contrôlent la 
libération de la GnRH dans la circulation sanguine (Prevost et al, 1999 ; pour revue Ojeda et 
al, 2008). Il existe donc plusieurs modes de régulation de la sécrétion de GnRH s'exerçant à 
différents niveaux.  
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  Le récepteur de la GnRH (GnRHR).  1.3
La GnRH est une neurohormone qui emprunte le système porte hypothalamo-
hypophysaire afin d'atteindre son récepteur spécifique, exprimé à la surface des cellules 
gonadotropes. Le GnRHR appartient à la famille des récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G (Lefkowitz, 1998). Les informations obtenues 
après clonage de l'ADN complémentaire, isolé dans plusieurs espèces de Mammifères, se sont 
révélées précieuses pour établir la séquence protéique au début des années 1990 et, par la 
suite, sa structure. Cette séquence a été caractérisée en premier chez la souris à partir de la 
lignée gonadotrope immortalisée T3-1 (Tsutsumi et al, 1992 ; Reinhart et al, 1992), puis 
chez l’Homme (Kakar et al, 1992 ; Chi et al, 1993), chez le rat (Reinhart et al, 1992 ; Perrin et 
al, 1993 ; Kakar et al, 1994a), ainsi que chez d’autres espèces. Il est intéressant de noter que 
les séquences d'ADN complémentaires présentent 85% d’identité entre elles (Baldwin, 1993). 
Ceci illustre une forte pression de sélection au cours de l’évolution et l’importance de ce 
récepteur dans le bon fonctionnement de plusieurs fonctions physiologiques, notamment la 
fonction de reproduction (Davidson et al, 1994a). 
 Séquence et structure du GnRHR. 1.3.1
La structure primaire de la protéine chez l’humain comporte 328 acides aminés, un 
acide aminé de plus que chez les rongeurs (Kakar et al, 1992 ; pour revue Millar et al, 2004). 
L'acide aminé additionnel est une lysine en position 191 (Arora et al, 1999). Chez les 
rongeurs, l’extrémité N-terminale extracellulaire présente deux sites de glycosylation alors 
qu’un seul est présent dans la séquence humaine (Davidson et al, 1995). Ces sites de 
glycosylation ont leur importance quant au recrutement des récepteurs. Lorsque ces sites sont 
supprimés, le nombre des récepteurs recrutés à la surface des cellules diminue (Davidson et 
al, 1996).  
L'appartenance du GnRHR à la famille de récepteurs à sept domaines 
transmembranaires fut prédite bien avant de connaître sa structure (Baldwin, 1993 ; 
Ballesteros et al, 1998). Elle fut déduite de sa capacité à activer des voies de signalisation 
intracellulaire communes à d’autres récepteurs de cette famille. Ces voies de signalisation 
activées par le GnRHR, hautement amplificatrices, sont variées (Baldwin, 1993 ; Ballesteros 
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et Palczewski, 2001). La structure secondaire des récepteurs couplés aux protéines G dérive 
d’une seule et unique chaine polypeptidique, caractéristique partagée par le GnRHR. Les sept 
domaines transmembranaires hydrophobes sont connectés entre eux par des boucles 
hydrophiles extracellulaires et intracellulaires (Baldwin, 1993). Cette structure est stabilisée 
par deux ponts disulfures : le premier est situé entre la première boucle extracellulaire 
(Cys114 chez l’humain) et la deuxième boucle extracellulaire (Cys195 chez l’humain) et 
l’autre entre l’extrémité N-terminale (Cys14 chez l’humain) et la deuxième boucle 
extracellulaire (Cys199 chez l’humain) (Kakar et al, 1992 ; Cook et Eidne, 1997 ; pour revue 
Millar et al, 2004). Les sept hélices forment une poche hydrophile où les hélices 1,2 et 7 sont 
proches les unes des autres (Baldwin, 1993 ; pour revue Millar et al, 2004). La liaison du 
GnRH à son récepteur provoque un changement de conformation et active la protéine G 
couplée induisant une cascade de signalisation. Les résidus conservés et impliqués dans 
l’internalisation, l’interaction avec la GnRH, la transduction du signal et les interactions avec 
d’autres protéines ont été identifiés par des expériences de mutagénèse dirigée et par 
modélisation (pour revue Millar et al, 2004). Ainsi la lysine en position 191 serait impliquée 
dans l’internalisation du récepteur (Arora et al, 1999) et l’asparagine en position 18 chez 
l’humain porte le site de glycosylation (Davidson et al, 1995). Certains acides aminés très 
conservés comme l’Asn53, Trp164, Ser167, Asn315 et Tyr323 jouent un rôle dans la 
transduction du signal (Zhang et Weinstein, 1994). La liaison de la GnRH à son récepteur 
s'effectue via l’Arg8 de la GnRH (Karten et Rivier, 1986 ; Hazum, 1987), chargé 
positivement (King et al, 1992) et la Glu301 (Flanagan et al, 1994). Le domaine N-terminal 
du GnRHR mammalien intervient dans la liaison avec la GnRH ainsi que l’Asn102 qui lie 
l’extrémité C-terminal de la GnRH (Davidson et al, 1996b). Enfin, la modélisation 
tridimensionnelle a permis de mettre en évidence la liaison entre le Trp279 du GnRHR et le 
Trp3 de la GnRH (Chauvin et al, 2000).  
Il est intéressant de noter que le GnRHR se différencie des autres récepteurs de la 
famille des récepteurs couplés aux protéines G par l’absence de domaine C-terminal 
intracellulaire (Tsutsumi et al, 1992 ; Kakar et al, 1992 ; Conn et al, 1995), essentiel pour la 
désensibilisation des récepteurs couplés aux protéines G. Ce domaine contient des résidus 
cystéines susceptibles d'être palmitoylés, ainsi que d’autres résidus pouvant subir des 
phosphorylations. L’ensemble de ces modifications permet la désensibilisation du récepteur et 
son internalisation (Sibley et al, 1987 ; Zhu et al, 1995). L’importance de l’absence de 
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domaine C-terminal a été illustrée par des expériences sur les lignées cellulaires 
hypophysaires T3-1 (Davidson et al, 1994b ; Anderson et al, 1995 ; McArdle et al, 1996). 
C’est une caractéristique que partagent tous les Mammifères (pour revue Millar et al, 2004) à 
la différence de toutes les autres espèces non mammaliennes qui possèdent un domaine C 
terminal de 51 acides aminés (Illing et al, 1999 ; Wang et al, 2001) où la désensibilisation et 
l’internalisation des récepteurs s'avèrent plus rapides (Blomenrohr et al, 1997 ; Pawson et al, 
1998) via des vésicules à clathrines (McArdle et al, 1999).  
 Les voies de signalisation couplées au récepteur de la GnRH 1.3.2
La liaison de la GnRH à son récepteur provoque l'activation de la protéine G 
trimérique couplée à celui-ci et la transduction du signal se propage via différentes voies de 
signalisation (Figure 3). Ce qui a pour conséquence l'activation de la transcription de 
plusieurs gènes dont ceux codant la CGA, la LH, la FSH, et le GnRHR. Très brièvement, je 
rappellerai ici des études récentes illustrant les liens entre les effets physiologiques induits par 
la GnRH et les caractéristiques de durée, de fréquence et d'amplitude de sa sécrétion (pour 
revue Kakar et al, 2004 ; Larivière et al, 2007 et 2008 ; pour revue Counis et al, 2009).  
Plusieurs voies de signalisation participent à la transduction du signal et induisent la 
transcription des gènes cibles. La voie de la phospholipase C (PLC) est stimulée par 
l’activation des protéines Gq/G11 qui semblent être les protéines G les plus fréquemment 
couplées au GnRHR (Hsieh et Martin, 1992 ; Grosse et al, 2000a). La PLC catalyse la 
transformation du phosphadidylinositol 4,5-bisphospate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et 
inositol triphosphate (IP3). Ce dernier agit sur le réticulum endoplasmique pour mobiliser le 
Ca2+ intracellulaire tandis que le DAG provoque la translocation des protéines kinases C à la 
membrane (PKC), qui, à leur tour, activent les voies des MAP kinases (ERK, JNK et P38) et 
stimulent l’entrée de Ca2+ extracellulaire dans la cellule en activant les canaux calciques 
dépendants du voltage. L’accumulation de Ca2+ provoque l’exocytose des vésicules contenant 
les gonadotropines (Sundaresan et al, 1996 ; pour revue Naor et al, 2000). L'activation de la 
voie des MAP kinases par les PKCs induit la transcription de la sous-unité  commune à la 
LH, à la FSH et à la TSH (Shacham et al, 2001 ; pour revue Naor et al, 2000) ainsi que les 
sous-unités  de la LH et de la FSH. L’activation du GnRHR stimule la voie des MAP kinases 
comprenant JNK (Roberson et al, 1999) et p38MAPK (Haisenleder et al, 1998) mais 
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également la voie des MAP kinases impliquant ERK dans les lignées cellulaires T3-1 et 
LT2 (Levi et al, 1998 ; Grosse et al, 2000b ; Roelle et al, 2003) où ERK régule également 
l’expression des sous-unités  et  des gonadotropines (Benard et al, 2001). L’entrée du Ca2+ 
extracellulaire dans la cellule et la libération du Ca2+ intracellulaire contenu dans le réticulum 
endoplasmique permet l’activation de la NO Synthase neuronale (NOS-1), responsable de la 
production de NO et de GMPc favorisant l’activité transcriptionnelle des gènes cibles 
(Ceccatelli et al, 1993 ; Garrel et al, 1998 ; Lozach et al, 1998).  
La voie de l’AMPc est modulée par l’activation de la protéine Gi (Hawes et al, 1993 ; 
Limonta et al, 1999) et/ou par la protéine Gs (Imai et al, 1996b ; Liu et al, 2002). Une partie 
des mécanismes de cette voie a été mise en évidence au laboratoire (Larivière et al, 2007). 
L’AMPc produite par l’adénylate cyclase activée par la protéine G stimule à son tour les 
protéines kinases A (PKA) ainsi que d’autres kinases. Cette voie serait activée par des 
décharges importantes de GnRH et plus tardivement par rapport aux autres voies (Larivière et 
al, 2007 ; pour revue Naor et al, 2009).  
En résumé, toutes ces voies de transduction du signal vont induire la transcription des 
gènes de la LH, de la FSH, de CGA, du GnRHR (Lerrant et al, 1995) mais également 
certaines protéines des voies de signalisation telles que des PKAs, NOS-1 (Garrel et al, 1995 
et 1998) et des PKCs (Harris et al, 1997). Plus de 200 gènes sont ainsi régulés par le système 
GnRH/GnRHR (Kakar et al, 2003, pour revue 2004).  
L’activation de ces gènes codant diverses protéines, entre autres les protéines des 
voies de signalisation, et l’absence de domaine C-terminal chez les Mammifères permettent 
de conclure que, malgré le petit nombre de récepteurs présents à la surface des cellules 
gonadotropes, le signal est hautement amplifié. L’internalisation du GnRHR mammalien est 
quantitativement plus faible que celle des récepteurs classiques de la même famille. Elle a été 
néanmoins mise en évidence par une approche de localisation par immunofluorescence 
(Pawson et al, 2008 ; Finch et al, 2009).  
Le rythme de la sécrétion de la GnRH, la fréquence des pulses, sa durée d’action, mais 
également les hormones stéroïdes qui agissent par rétrocontrôle sont des régulateurs de 
l'activité du récepteur (Xia et a, 1992 ; pour revue Counis et al, 2009 ; Kumbrink et al, 2009). 
Ainsi, une fréquence lente des pulses de GnRH favorise la transcription du gène de la sous-
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unité  de la FSH. A l’inverse, des pulses réguliers rapides, par exemple toutes les 30 minutes, 
favorisent la transcription des sous-unités  et  de la LH (Dalkin et al, 1989 ; Burger et al, 
2002). Une stimulation continue de GnRH provoque l’arrêt de la transcription des gènes des 
sous-unités  de la LH et de la FSH et du Gnrhr mais entraine une accumulation de la sous-
unité  (Lahlou et al, 1987 ; Lalloz et al, 1988 ; Rodin et al, 1988 ; Lerrant et al, 1995).  
 La mise en évidence de la présence du GnRHR extra-hypophysaire 1.3.3
1.3.3.1 %BE&'(E&'&AECBDAEBBDAD)*
Plusieurs études, dont certaines réalisées au laboratoire, démontrent la présence du 
GnRHR dans plusieurs sites extra-hypophysaires. Ces récepteurs, souvent identifiés par 
liaison d'un agoniste radio-marqué, présentent des caractéristiques similaires à celles du 
récepteur hypophysaire et ont été identifiés dans une grande variété de tumeurs sensibles aux 
hormones, comme les tumeurs ovariennes, de l’endomètre et du sein, de la prostate et des 
testicules. Ces récepteurs ont également été identifiés sur des cellules issues de tissus sains 
tels les ovaires, le placenta ou les surrénales (Eidne et al, 1985-1987 ; Miller et al, 1985 ; 
Bramley et al, 1986 ; Emons et al, 1989 ; Qayum et al, 1990 ; Vincze et al, 1991). Les 
méthodes d’investigation évoluant, les recherches s’appuient désormais sur la PCR 
quantitative en temps réel, sur l’hybridation in situ et sur les techniques de Northern et 
Southern blot. Il y a également quelques exemples d'approches par immunocytochimie mais 
celles-ci reposent sur des anticorps anti-GnRHR dont la spécificité demande à être confirmée 
(Albertson et al, 2008a). C'est d'ailleurs l'échec dans l'obtention d'anticorps anti-GnRHR 
efficaces et spécifiques qui a, en partie, conduit le laboratoire à créer le modèle transgénique 
comportant le gène rapporteur phosphatase alcaline placentaire humain sous contrôle du 
promoteur du Gnrhr. Ainsi, cette lignée de souris transgénique s'est révélée être un modèle 
puissant d'investigation fonctionnelle, permettant de suggérer la présence du GnRHR dès 
E13.5 de développement embryonnaire dans l'hypophyse, d'affiner sa localisation et son rôle 
dans l'hippocampe et dans plusieurs structures limbiques, ainsi que dans la rétine et la glande 
pinéale. Ce modèle a permis aussi d'établir la cinétique d'apparition du récepteur dans les 
structures extra-hypophysaires (Granger et al, 2004 ; Schang et al 2011a - 2011b - 2012).  
 
122 
 
 Le gène du récepteur de la GnRH  1.4
 Structure générale du gène humain et des rongeurs 1.4.1
Le gène du récepteur de la GnRH est situé sur le chromosome 4q21.2 chez l’Homme, 
sur le chromosome 5 chez la souris et sur le chromosome 14 chez le rat (Kaiser et al, 1994 ; 
Campion et al, 1996). Il est formé de trois exons et deux introns et s'étend sur 18,9 kb chez 
l’Homme et 22 kb chez la souris. Ce qui le distingue des autres gènes de la famille des GPCR 
à laquelle il appartient, c’est la présence des séquences introniques dans la séquence codant le 
4ème domaine transmembranaire et la 3ème boucle intracellulaire (Fan et al, 1994). C’est une 
caractéristique du GnRHR mammalien. Chez le rat, le gène est localisé sur le bras long du 
chromosome 14q21. Le transcrit fait 2,6 kb et code pour une protéine de 327 acides aminés 
(Moumni et al, 1994).  
 Les promoteurs du Gnrhr  1.4.2
Le promoteur du Gnrhr a été isolé chez le rat, la souris, l’Homme et le mouton 
(Albarracin et al, 1994 ; Fan et al, 1995 ; Campion et al, 1996 ; Reinhart et al, 1997 ; Kakar et 
al, 1997 ; Pincas et al, 1998). Une partie du promoteur du rat présente 80% d’identité avec 
une partie du promoteur de souris et 55% avec une partie de celui de l’Homme (Pincas et al, 
1998) (pour revue Hapgood et al, 2005).  
Le promoteur de souris (Albarracin et al, 1994 ; Clay et al, 1995) isolé dans les 
cellules T3-1 possède plusieurs sites d'initiation de la transcription à -62 pb, à -90 pb et à -
200 pb de l’ATG ; il est dépourvu de boîte TATA et CAAT, séquences consensus permettant 
de positionner précisément le site d'initiation de la transcription. Un site de liaison pour 
l’Activator Protein 1 (AP1) se trouve à -336 pb, un site de liaison pour SF1 à -243 pb et un 
site correspondant à une séquence activant le Gnrhr (GRAS) à -391 pb (Duval et al, 1997b). 
Les expériences réalisées sur les cellules T3-1 par les techniques de biologie moléculaire 
classiques ont permis de mettre en évidence un domaine supportant la réponse à PITX1 (-
354/-330). Cette séquence contient plusieurs sites de liaison à faible affinité. Sur ce même 
domaine se fixent également des facteurs à homéodomaine comme OCT1 (-352/-349) et 
LHX3 (-360/-357) (Jeong et al, 2004 ; McGillivray et al, 2005).  
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 ISL1 et LHX3, des protéines LIM-HD essentielles à l’expression du 1.4.3
Gnrhr. 
Une partie du promoteur de rat de 3254 pb a été isolée au laboratoire par PCR inverse 
(Pincas et al, 1998). Cinq sites d’initiation de la transcription ont été identifiés en amont de 
l’ATG ainsi que des séquences cis-régulatrices (Pincas et al, 1998). Ces séquences se 
répartissent sur deux domaines régulateurs : une région active proximale entre -475 pb et -32 
pb et une région active distale, située plus en amont entre -1135 pb et -753 pb, dénommée 
GnSE pour "Gnrhr Specific Enhancer". La région active proximale comprend un site de 
liaison CRE (-110/-103) sur lequel se fixe le facteur de transcription CREB et un site de 
liaison pour le facteur stéroïdogénique SF1 (-245/-237). Il y a également un site de liaison 
fonctionnel pour un facteur non identifié dénommé SAP (-252/-246) pour "SF1 Adjacente 
Protein" et enfin un site de liaison pour le facteur de transcription AP1 (-352/-346) (Activator 
Protein 1) (Pincas et al, 1998-2001a-2001b ; Granger et al, 2006). La région active distale se 
décompose en deux éléments fonctionnels indépendants désormais bien caractérisés. L'un de 
ces deux éléments, situé entre -873 et -852, est activé par l'hétérodimère que forment les deux 
protéines LIM à homéodomaine (LIM-HD) LHX3 et ISL1 et dénommé pour cette raison P-
LIRE pour "Proximal LIM Response Element" (Granger et al, 2006). L'autre élément, situé 
plus en amont entre -992 et -961, est plus complexe, bi-fonctionnel, possédant à la fois les 
caractéristiques d'un enhancer et d'un silencer. Une partie de cet élément comprend un site 
GATA palindromique ATCTGATAA (le palindrome est souligné) qui empiète sur un motif 
cœur TAAT, indispensable à l'activation par les protéines LIM-HD, LHX3 et ISL1. Ce 
deuxième élément LIRE, dénommé D-LIRE est activé par les protéines LIM-HD et inhibé par 
GATA2. La balance entre ces trois facteurs permettrait d'ajuster finement l'expression du 
récepteur dans les cellules gonadotropes et de l'inhiber dans les cellules non gonadotropes qui 
n'expriment pas ISL1 (Schang et al, manuscrit en révision).  
L’expression des protéines ISL1 et LHX3 est co-localisée avec l’activité du promoteur 
du Gnrhr à E15.5 in vivo et également avec l’expression de SF1 (Granger et al, 2006). Dans 
l’hypophyse antérieure, l’activation transcriptionnelle synergique des promoteurs des gènes 
de la sous-unité  de la TSH, de PIT-1 et de la prolactine résulte d'interactions directes entre 
la protéine LIM-HD LHX3 et le domaine POU du facteur hypophysaire PIT-1 (Bach et al, 
1995). Les protéines LIM-HD peuvent donc aussi interagir avec des facteurs de transcription 
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appartenant à d’autres familles. Plusieurs observations suggèrent que l’hétérodimère LHX3-
ISL1 pourrait former avec SF1 un complexe transcriptionnel activant le promoteur du Gnrhr 
de façon spécifique à E15.5. (Granger et al, 2006). En revanche, les protéines LIM-HD 
agiraient indépendamment de SF1 pour induire l’expression du Gnrhr à E13.5. A ce stade de 
développement, SF1 n’est pas détectable dans l’hypophyse (Granger et al, 2004). 
L'interdépendance fonctionnelle entre les protéines LIM-HD et SF1 s'établirait entre E13.5 et 
E15.5, assurant la spécification du lignage (Granger et al, 2006).  
 
 ISL1, une protéine LIM à homéodomaine parmi d'autres ? 1.5
Le gène ISL1 code une protéine jouant un rôle essentiel durant l’embryogenèse, en 
particulier dans la mise en place du cœur, du pancréas, des motoneurones de la moelle 
épinière et du cerveau et dans le maintien des phénotypes différenciés au stade adulte.  
ISL1 fut initialement isolée et identifiée sur sa capacité à stimuler l'expression du gène 
de l'insuline I de rat en interagissant avec l'un des deux domaines de l'enhancer localisé sur le 
promoteur de ce gène (Karlsson et al, 1990). Très peu de temps après cette découverte, le 
même groupe démontrait déjà que ISL1, ou tout au moins ses transcrits, étaient détectés non 
seulement dans les cellules des îlots de Langerhans mais aussi dans les lignées PC12 de 
phéochromocytome, dans les cellules pancréatiques normales et tumorales, dans les cellules 
du tube distal du rein, dans l'hypophyse antérieure et dans des neurones du système nerveux 
central et périphérique (Dong et al, 1991). Nous verrons plus loin comment ces données se 
sont confirmées, conférant à ISL1 des rôles essentiels dans l'ontogénèse et la différenciation 
de ces tissus. Actuellement, les données concernant ISL1 font l'objet de 593 références dans 
PubMed depuis sa caractérisation en 1990 (Query : Isl1 OR Isl-1) ce qui reste assez modeste 
comparé au système GnRH/GnRHR (35288 références depuis 1969). Chez l’Homme, ISL1 
est situé sur le bras long du chromosome 5q11.1 et chez la souris, sur le chromosome 13. Ce 
gène est très conservé au cours de l’évolution et contient six exons et cinq introns (Figure 3). 
Les ARN précurseurs d'Isl1 subissent un épissage alternatif au niveau de l’exon 5 dans les 
cellules pancréatiques engendrant deux isoformes : ISL1 et ISL1 (Ando et al, 2003). Le 
transcrit du gène Isl1 comporte 2755 paires de bases et code pour une protéine de 349 acides 
aminés tandis que le transcrit d'Isl1 génère une protéine tronquée de 23 acides aminés à 
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l'extrémité C-terminale. Dans les lignées cellulaires dérivées d'insulinome, les deux isoformes 
s’accumulent dans les noyaux mais ISL1 est préférentiellement exprimée et s'avère plus 
active qu'ISL1. Outre cette régulation par épissage alternatif, ISL1 est soumise à des 
phosphorylations sur des résidus Thr et Ser situés sur l’extrémité C terminale de la protéine 
(Ando et al, 2003).  
ISL1 s'exprime dans plusieurs tissus équivalents chez plusieurs espèces. Chez 
l’embryon de poulet comme chez la souris, ISL1 est exprimée dans les motoneurones de la 
moelle épinière juste après leur mitose finale et avant l’apparition des caractéristiques 
phénotypiques différenciées (Ericson et al, 1992 ; Tsuchida et al, 1994). Chez l’embryon du 
zébrafish, l’expression de cette protéine LIM-HD est initiée dans beaucoup de neurones 
primaires à la fin de la gastrulation dans le cerveau et la moelle épinière, incluant les 
motoneurones primaires, et précède beaucoup d’autres marqueurs neuronaux connus (Korzh 
et al, 1993 ; Inoue et al, 1994). Chez la drosophile, ISL1 est exprimée dans les motoneurones 
et s'avère requise pour l’extension des axones vers leurs cibles appropriées (Thor et Thomas, 
1997). 
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Figure 3 
Structure du gène d’ISL1 mammalien 
 
Le gène codant la protéine LIM à homéodomaine ISL1 mammalienne est constitué de 6 exons et de 5 introns. Il 
existe deux transcrits, ISL1 et ISL1, obtenus par épissage alternatif au niveau de l’exon 5 conduisant à 
l’élimination de 23 acides aminés dans la partie C-terminale de la protéine ISL1. 
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L’expression d’ISL1 est détectée dans les neurones des ganglions de la base (Wang et 
al, 2000), dans les motoneurones spinaux (Ericson et al, 1992 ; Tsuchida et al, 1994 ; 
Lumdsen et al, 1995 ; Pfaff et al, 1996 ; Thaller et al, 2002-2004), dans la rétine et le pancréas 
(Kalrsson et al, 1990 ; Thor et al, 1991 ; Dong et al, 1991 ; Ahlgren et al, 1997). ISL1 est un 
marqueur précoce des cellules progénitrices cardiaques et il est exprimé dans le mésoderme 
cardiogénique et l’endoderme pharyngé (Xuan et la, 2000 ; Cai et al, 2003 ; SunY et al, 2007). 
ISL1 est essentiel pour le développement des sous-ensembles de neurones cholinergiques du 
prosencéphale et du cerveau antérieur, des cellules ganglionnaires, bipolaires et amacrines 
cholinergiques rétiniennes (Galli-Resta et al, 1997 ; Elshatory et al, 2007-2008 ; Pan L et al, 
2008) et pour le développement des dents (Mitsiadis et al, 2003). L’expression d'ISL1 est 
détectée dans l’hypophyse antérieure, la thyroïde, dans le système nerveux central : les 
noyaux arqués de l’hypothalamus, la glande pinéale, les noyaux réticulaires thalamiques, le 
tronc cérébral, les neurones du striatum, l’amygdale (Thor et al, 1991 ; Dong et al, 1991 ; 
Wang et al, 2001). ISL1 est exprimé dans les noyaux cérébraux impliqués dans l’autonomie et 
le contrôle endocrinien et dans le contrôle du rythme circadien, suggérant un rôle d’ISL1 dans 
la spécification et la maintenance des propriétés physiologiques neurales et endocrines de 
différents types cellulaires (Thor et al, 1991). 
 Les protéines LIM  1.5.1
L'acronyme LIM est dérivé des trois gènes initialement découverts Linl1, Isl1 and 
Mec3 (Way and Chalfie, 1988 ; Karlsson et al, 1990) comportant ce domaine protéique riche 
en histidine et cystéine, composé de deux doigts de zinc en tandem et impliqué 
essentiellement dans les interactions protéine/protéine. Un grand nombre de protéines possède 
ce domaine, généralement en plusieurs exemplaires. D'après Zheng et Zhao (2007) on peut 
regrouper ces protéines en quatre classes distinctes selon leur localisation intracellulaire, leur 
fonction et les domaines structuraux supplémentaires qu'elles partagent. On distingue les 
protéines LIM de la classe 1 qui comportent 2 domaines LIM seulement (LIM only ou LMO) 
ou ces deux domaines associés à un homéodomaine (LIM-HD), domaine d'interaction avec 
l'ADN, comme LHX3 et ISL1. Toutes ces protéines sont soit des facteurs de transcription 
(LIM-HD) soit des cofacteurs (LMO) et donc localisées dans le noyau de la cellule. Les trois 
autres classes de protéines à domaines LIM sont hors du propos de cette thèse et regroupent : 
les protéines de la classe 2 à domaines LIM seulement (LMO) que l'on distingue des 
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précédentes par leurs localisations cytoplasmique et nucléaire et qui peuvent comporter deux 
domaines LIM ou plus. Les protéines de la classe 3 dont le domaine LIM est associé à un 
autre domaine d'interaction protéine/protéine comme les domaines PDZ (pour PSD-95, dics-
large et ZO-1), LD (leucine–aspartate repeat) et ATD (actin-target domain). Enfin les 
protéines de la classe 4 qui, outre ces caractéristiques, présentent un motif catalytique comme 
les LIM-kinases. ISL1, comme nous l'avons déjà précisé, appartient à la classe 1, et au sein de 
cette classe, aux protéines LIM à homéodomaine qui regroupe seulement 12 protéines 
connues, 12 protéines qui jouent toutes un rôle décisif dans plusieurs processus 
développementaux (Figure 4). 
 Les protéines LIM à homéodomaine (LIM-HD) 1.5.2
Chez les Vertébrés et les Invertébrés, elles sont considérées comme des régulateurs 
transcriptionnels qui, en coopération avec d’autres facteurs de transcription, jouent un rôle 
essentiel dans le développement embryonnaire en régulant l’expression de gènes nécessaires à 
la mise en place des tissus, des organes et l'établissement de l’identité cellulaire durant 
l’embryogenèse (pour revue Sanchez-Garcia et Rabbitts, 1994 ; Dawid et al, 1995 ; Curtiss et 
Heilig, 1998).  
Les protéines LIM-HD (Figure 5) sont des facteurs de transcription très conservés et 
donc soumis à une pression de sélection très forte comme nous l'illustrerons un peu plus loin 
avec ISL1. L'homéo domaine qui les distingue des autres protéines LIM est une structure en 
hélice-tour-hélice (helix-turn-helix ou HTH) présentant une forte affinité de liaison pour les 
séquences d'ADN possédant en leur cœur un motif TAAT. C'est cette capacité de liaison à 
l'ADN et leur propriété d'interagir avec d'autres protéines qui confèrent à ces protéines des 
fonctions déterminantes dans le développement précoce ou tardif chez l'embryon ainsi que 
dans le maintien du phénotype différencié chez l'animal adulte 
Ainsi l'invalidation de Lhx1 se traduit par un phénotype anencéphalique (Shawlot et 
Behringe, 1995), auquel s'ajoute l'absence de rein et de gonade. Chez la femelle invalidée, les 
oviductes et l'utérus sont également absents. Chez les animaux invalidés pour Lhx2, le 
développement des yeux s'arrête au stade de la vésicule optique, les précurseurs neuronaux 
prolifèrent peu avec pour conséquence un cortex cérébral plus petit et l'érythropoïèse est 
incomplète, engendrant une anémie sévère et létale (Porter et al, 1997). La conservation 
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fonctionnelle de Lhx2 est particulièrement spectaculaire puisque capable de suppléer à 
Apterous, le gène orthologue chez la drosophile (Rincón-Limas et al, 1999). Les souris 
homozygotes pour la délétion de Lhx3 meurent avant ou peu après la naissance avec une 
hypophyse atrophiée et aucun lignage cellulaire antéhypophysaire ne se différencie à 
l'exception des cellules corticotropes (Sheng et al, 1996). De plus le développement des 
neurones moteurs de la moelle épinière est profondément affecté. Un phénotype encore plus 
sévère affecte les doubles mutants LHX3/LHX4 puisque dans ce cas, la future hypophyse ou 
poche de Rathke se forme mais ne prolifère pas et finit par disparaître. (Sheng et al, 1997). 
L'invalidation de Lhx5 affecte profondément le développement des structures hippocampales 
aboutissant le plus souvent à la mort post-natale des souris invalidées (Zhao et al, 1999). Les 
animaux survivants présentent de graves déficits d'apprentissage et de mémorisation. 
L'invalidation de Lhx8 (dénommé également Lhx7) se traduit par une diminution de 
l'expression de gènes impliqués dans la morphogenèse des dents, notamment Lhx6, et par une 
fente complète du palais secondaire qui est généralement létale après la naissance (Zhao et al, 
1999). Ces mutants présentent également des altérations du développement des neurones 
cholinergiques du télencéphale (Zhao et al, 2003). D'autres exemples de l'importance des 
protéines LIM-HD dans le développement des Mammifères sont décrits et résumés par le 
groupe de Simon J Rhodes (Hunter et Rhodes, 2005). Sont également récapitulées dans cette 
revue, les impacts de certaines mutations de ces protéines dans les pathologies humaines. 
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Figure 4 
Cladogramme des facteurs LIM chez la souris 
 
Le cladogramme des facteurs LIM murins a été obtenu à partir du programme ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Les séquences protéiques des protéines LIM-HD des familles ISL 
et LHX et des protéines LIM-only (LMO) de souris ont été comparées pour réaliser ce cladogramme. Les 
protéines LIM-HD sont au nombre de 12 et sont organisées en 6 paires de gènes paralogues. Une paire de 
paralogues de protéine LIM-only est aussi présentée dans ce cladogramme. La protéine ISL1 présente une forte 
homologie avec ISL2 et la protéine LIM-HD LHX3 avec LHX4. Les protéines dont les séquences présentent une 
certaine homologie exercent généralement des rôles redondants, comme ISL1, ISL2, LHX3 et LHX4 
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Figure 5 
Facteurs LIM à homéodomaine (ISL1 et LHX3) 
 
Les protéines LIM à homéodomaines sont composées de deux domaines LIM localisés dans l’extrémité N-
terminale et d’un homéodomaine situé dans la partie C-terminale. Les deux domaines LIM sont formés d’un 
tandem de structures en doigt de zinc riches en cystéines et en histidines. Ces domaines permettent les 
interactions protéines/protéines. L’homéodomaine est formé de trois hélices alpha lui conférant la propriété de se 
lier à l’ADN sur des motifs consensus spécifiques des gènes cibles 
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 ISL1 est impliquée dans plusieurs processus développementaux 1.5.3
Parmi toutes les protéines LIM-HD et d'autres facteurs de transcription largement 
exprimés dans divers organismes comme FOS, JUN ou CREB, ISL1 est une protéine 
extraordinairement conservée, la seule parmi celles testées arborant 100% de conservation 
chez des Mammifères tels que l’Homme, le chien, la vache, la souris et le rat. La protéine des 
Mammifères affiche également 98% d'identité avec celle de poissons téléostéens. Cette 
remarquable conservation implique une pression de sélection tout aussi forte, à la mesure des 
rôles que joue ce facteur dans de nombreux processus développementaux et des fonctions 
qu'il occupe chez l'animal adulte dans le maintien des caractères différenciés. Avant d'aborder 
ce sujet, il est nécessaire de décrire les mécanismes d'interactions entre facteurs LIM-HD, 
LMO et autres adaptateurs moléculaires formant une combinatoire de facteurs regroupant 
plusieurs protéines LIM-HD et LMO, désignée sous le terme de "code LIM". 
1.5.3.1 EBABECDCA+CAAD,-!,
Plusieurs facteurs capables d'interagir avec les protéines LIM-HD sont désormais 
connus. Il s'agit de facteurs de transcription ou de co-facteurs particuliers agissant comme des 
adaptateurs assurant une interface moléculaire nécessaire à l'interaction de différentes 
protéines LIM-HD ou de protéines LMO et LIM-HD.  
Le facteur SLB (selective LIM Binding Protein) interagirait avec LHX3 ou LHX4 et 
s'exprimerait spécifiquement dans l'hypophyse et les testicules (Howard et Maurer, 2000). 
Des travaux plus récents ont démontré, par invalidation génique, que le gène Iftp172 
(Intraflagellar transport protein 172) codant pour SLB joue en fait un rôle majeur dans le 
développement du cerveau comme composant essentiel de la morphogenèse des cils 
cellulaires et de leur signalisation (Gorivodsky et al, 2008). Sa fonction d'adaptateur 
moléculaire reste donc à confirmer.  
Par contre, les rôles des Cofacteurs LIM (CLIM 1 et 2) homologues, caractérisés par 
leur capacité à interagir avec toutes les protéines LIM-HD, ont fait l'objet d'études 
approfondies qui ont permis de certifier leur fonction d'adaptateur moléculaire. Ainsi, CLIM2, 
NLI (Nuclear LIM Interactor 1) ou LDB1 (LIM Domain-Binding Protein 1) possède une 
séquence d’une trentaine de résidus baptisée LID pour LIM Interaction Domain. Ce domaine 
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est capable d'interagir avec les domaines LIM des protéines LIM-HD et LMO (Sugihara et al, 
1998 ; Thaler et al, 2002 ; Ostendorff et al, 2006 ; Bhati et al, 2008 ; pour revue Matthews et 
al, 2008 ; Gadd et al, 2011). Des études de mutagénèses dirigées, de cristallographie aux 
rayons X, de RMN et des approches bio-informatiques ont permis d’identifier les domaines de 
liaisons entre LHX3 et LDB1 : LHX3 via ces deux domaines LIM (Lhx3LIM1+2) se lie à la 
séquence LID de LDB1 (Ldb1LID). Le domaine LIM1 de LHX3 (28-89) se lie à onze résidus du 
domaine LID de LDB1 (316-327) et le domaine LIM2 de LHX3 (91-151) se lie à dix autres résidus 
du domaine LID de LDB1 (301-311).  
De plus LDB1 possède à son extrémité N-terminale un domaine d'auto-association 
(Self Association domain - SA) lui permettant de réunir au sein d'un même complexe au 
moins deux protéines LIM-HD ou LMO différentes.  
Il est également important de souligner qu’ISL1 et ISL2 possède des domaines 
d'interactions spécifiques avec LHX3, LHX4 et LDB1. ISL1 est ainsi capable d’établir une 
liaison avec LDB1LID et avec LHX3 : dans la région N-terminale d’ISL1, les résidus 262 à 
273 (formant le domaine ISL1LDB) se lient avec les résidus du domaine LIM2 de LHX3 et les 
domaines LIM1 et LIM2 d’ISL1 se lient à LDB1LID (Thaler et al, 2002 ; Bhati et al, 2008 ; 
pour revue Matthews et al, 2008 ; Gadd et al, 2011). Le complexe ternaire LHX3/ISL1/LDB1 
ainsi formé est renforcé par liaison des homéodomaines des protéines ISL1 et LHX3 à la 
séquence promotrice des gènes cibles (Figure 6) (Thaler et al, 1999-2002 ; Lee et Pfaff, 
2003). LHX4 et ISL2 sont également capables d’interagir pour former des complexes 
transcriptionnels (Gadd et al, 2011). ISL2 possède un domaine similaire à ISL1LDB pouvant se 
lier à LHX3 et LHX4. ISL1LDB peut également se lier à LHX4. En revanche, les études de 
cristallographie aux rayons X et de mutagénèses dirigées ont révélé que, malgré la similitude 
des complexes LHX3/ISL1 et LHX4/ISL2, la nature des liaisons entre ces protéines LIM-HD 
confère à ces deux complexes des fonctions biologiques différentes (Gadd et al, 2011). 
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Figure 6 
Le code LIM transcriptionnel dans la moelle épinière 
 
A : Schéma du complexe binaire LHX3/LDB1 mis en évidence dans les interneurones V2 en développement. 
Deux complexes binaires se lient entre eux pour former un tétramère  
 
B : Schéma du complexe ternaire LHX3/ISL1/LDB1 formé dans les motoneurones post-mitotiques en 
développement. Ce complexe ternaire est couplé à un autre complexe ternaire pour former un hexamère. 
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Le système nerveux est source d'une considérable diversité cellulaire et le déchiffrage 
des mécanismes impliqués dans l'émergence et la différenciation de ces types cellulaires 
constitue un véritable défi pour les développementalistes. La destinée neuronale versus non 
neuronale (par exemple gliale) des cellules progénitrices est assurée par des répresseurs 
transcriptionnels qui bloquent les programmes géniques non-neuronaux et par des activateurs 
transcriptionnels pro-neuronaux. Dans la moelle épinière, ce sont des molécules 
signalisatrices telles sonic hedghog et des facteurs de transcription comme OLIG2, PAX6, 
NKX6 qui stimulent l'expression de facteurs de type basic Helix-Loop-Helix comme HB9 qui 
eux-mêmes assurent la destinée neuronale. Selon leurs futures fonctions, les neurones post-
mitotiques vont devoir alors migrer pour se localiser à des endroits précis dans la moelle 
épinière et projeter leurs extensions neuritiques vers des cibles définies. Ainsi les neurones 
moteurs somatiques se répartissent sur l'ensemble de l'axe rostro-caudal dans la corne ventrale 
de la moelle épinière et innervent les muscles squelettiques pour assurer les mouvements 
volontaires de l'animal. Les neurones moteurs viscéraux se situent plutôt dans la partie 
intermédiaire de la moelle, innervent les neurones sympathiques et assurent le contrôle 
autonome de cibles viscérales (rythme cardiaque, respiratoire, digestion…). Les protéines 
LIM-HD déterminent la spécification de l'identité de ces sous-classes de neurones moteurs 
dans la moelle épinière via l'utilisation du code LIM. Chez la souris, à E9.5, les neurones 
moteurs post-mitotiques expriment à la fois ISL1 et ISL2 avant leur diversification en 
neurones somatiques et viscéraux. Aux étapes plus tardives du développement, seuls les 
neurones moteurs somatiques continuent d'exprimer ISL1 et ISL2. L'expression d'ISL2 est 
progressivement réprimée dans les neurones moteurs viscéraux où seule persiste l'expression 
d'ISL1. Néanmoins, cette expression conjointe d'ISL1 et ISL2 est absolument requise dans les 
stades précoces pour permettre la différenciation des deux types de neurones, l'invalidation 
d'Isl2 se traduisant notamment par des localisations aberrantes des neurones viscéraux et des 
défauts dans les projections axonales périphériques (Thaler et al, 2004). L'intervention du 
code LIM est encore plus complexe et subtile dans la spécification des interneurones V2 et 
des motoneurones (Thaler et al, 2002). Dans les étapes précoces, les neurones postmitotiques 
expriment LHX3 et LHX4. Les neurones destinés à devenir des motoneurones expriment 
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aussi ISL1. Les interneurones V2 se différencient via la formation d'un complexe 
transcriptionnel tétramérique impliquant deux protéines NLI (LDB1) interagissant via leur 
domaine d'auto-association et deux protéines LHX3, chacune d'entre elles liant, via ses 
domaines LIM, le domaine LBD (LIM binding domain) de chaque protéine NLI. Dans les 
motoneurones, le complexe transcriptionnel est différent. Il est hexamèrique comprenant deux 
protéines ISL1 supplémentaires qui prennent la place de LHX3 dans l'interaction avec NLI. 
Les protéines ISL1, par le biais de leur domaine d'interaction spécifique avec LHX3, lient 
chacune une protéine LHX3 (Figure 6). Ces deux exemples illustrent l'importance des 
protéines LIM-HD et de l'adaptateur NLI (LDB1) dans l'établissement de l'identité des 
neurones moteurs et des interneurones dans la moelle épinière. Ces travaux ont fait l'objet de 
nombreuses publications, impliquant non seulement ISL1, ISL2, LHX3, NLI, mais aussi 
LHX1 et LHX4 (Shirasaki et Pfaff, 2002). Finalement, ce "code LIM" serait aussi un 
synchronisateur entre neurogenèse (destinée neuronale versus non-neuronale) et spécification 
de l'identité des sous-types neuronaux (quel type de neurone ?). Ainsi l'enhancer du gène Hb9 
impliqué dans la neurogenèse est-il activé dans les neurones moteurs par une combinatoire 
transcriptionnelle impliquant l'hexamère (LHX3/ISL1/NLI) x 2 et les facteurs de transcription 
NEUROM et NGN2 agissant sur des motifs situés à proximité les uns des autres sur 
l'enhancer d'Hb9 (Lee et al, 2003) 
L’interaction LHX3/ISL1 n’est pas restreinte aux interneurones et motoneurones. Ces 
deux protéines LIM-HD interagissent aussi dans les cellules hypophysaires pour réguler 
l’expression du Gnrhr (Granger et al, 2006) et le complexe ternaire LHX3/ISL1/LDB1 
pourrait reconnaître des motifs au sein du promoteur du gène FSH favorisant ainsi sa 
transcription (West et al, 2004).  
"%#!!&
ISL1 est un marqueur d'une partie des cellules progénitrices cardiaques (Cai et al, 
2003), en l'occurrence, les progéniteurs cardiaques du second champ cardiaque (SHF) qui 
donnent naissance au ventricule droit, aux voix efférentes et aux oreillettes droites et gauches 
du cœur (Buckingham et al, 2005 ; Black et al, 2007). Ce second champ cardiaque est défini 
par l’expression de la protéine ISL1 et le transcrit du gène Isl1 est détecté au stade de la 
croissance cardiaque (Cai et al, 2003). Lors de la morphogénèse cardiaque chez les embryons 
137 
 
de souris, les cellules exprimant ISL1 sont présentes dans le mésoderme pharyngé et 
splanchnique et dans l’endoderme de l’intestin antérieur. L’invalidation d’Isl1 a pour 
conséquence la mort de l’embryon à E9.5 et les souris Isl1-/- présentent des défauts de 
développement cardiaque, incluant des défauts de morphogénèse (Cai et al, 2003 ; Kang et al, 
2009). ISL1 contribue ainsi à la mise en place du ventricule droit, d'une partie de l’atrium et 
des muscles striés de la tête et du cou (Cai et al, 2003 ; Ma et al, 2008 ; Nathan et al, 2008). 
Les cellules progénitrices cardiaques exprimant ISL1 sont multipotentes et donnent naissance 
à différents lignages cardiaques dont les cardiomyocytes, les cellules endothéliales, les 
cellules des muscles lisses et contribuent à la formation du pool pro-épicardiaque durant la 
morphogénèse du cœur (Langwihz et al, 2005 ; Moretti et al, 2006 ; Zhou et al, 2008 ; Kang 
et al, 2009). La recherche de séquences non codantes conservées au locus du gène Isl1 de 
souris ont permis de mettre en évidence des séquences consensus pour les facteurs de 
transcription forkhead. En accord avec ces données, le gène Isl1 s'avère une cible directe des 
facteurs de transcription forkhead dans le second champ cardiaque (Kang et al, 2009). 
"%#!"
La protéine ISL1 a été isolée initialement dans les cellules  des ilots de Langerhans 
du pancréas. Son expression est également détectée dans les cellules  où elle régule le gène 
du glucagon (Wang et Drucker, 1995 ; Ahlgren et al, 1997), dans les cellules  où elle régule 
le gène de la somatostatine (Léonard et al, 1992) et dans les cellules  où elle régule le gène 
de l’aniline (Wang et Drucker, 1996) en se liant sur des séquences consensus riches en AT. 
Les souris Isl1-/- montrent une perte complète des cellules des ilots endocrines et du 
mésenchyme pancréatique dorsal suggérant qu’ISL1 est impliqué dans la spécification des 
cellules pancréatiques (Ahlgren et al, 1997). Des mutations non-sens hétérozygotes du gène 
Isl1 (Q310X) ont été observées chez deux patients souffrant de diabète de type II (Shimomura 
et al, 2000). Cette mutation engendre une protéine tronquée ISL1-310X délétée de 40 acides 
aminés au niveau de l’extrémité C-terminale. Les études portant sur les effets de la 
surexpression du gène Isl1 chez des souris transgéniques (Muller et al, 2003) et les études sur 
le diabète chez l’Homme (Kappen et al, 2009) suggèrent que la protéine ISL1 pourrait être 
impliquée dans la réponse embryonnaire au diabète maternel. Chez la femme diabétique 
enceinte, les défauts de croissance du bébé à la naissance sont hautement associés avec un 
diabète maternel durant la grossesse, constituant un phénotype d’embryopathie diabétique 
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(Goto et Goldman, 1994 ; Muller et al, 2003 ; Kappen et al, 2009). L’exposition du fœtus au 
diabète de la mère pourrait conduire à une dérégulation de la protéine ISL1 durant le 
développement embryonnaire, suggérant que le promoteur du gène Isl1 pourrait contenir des 
séquences régulatrices sensibles au statut métabolique et activées dans les tissus 
spécifiquement affectés par l’embryopathie diabétique (Muller et al, 2003 ; Kappen et al, 
2009).  
"%##''"!#!"#
La rétine est composée de 7 types cellulaires majeurs : les cellules ganglionnaires 
formant la couche la plus externe qui via leur prolongements axoniques forment le nerf 
optique, les cellules amacrines, les cellules bipolaires, les cellules horizontales, les cellules de 
Muller (gliales), les neurones interplexiformes et les photorécepteurs, de type cône et 
bâtonnet. L'invalidation générale d'Isl1 chez la souris conduit à la mort prématurée des 
embryons peu avant E9.5 donc avant la neurogénèse rétinienne qui s'effectue plus tardivement 
(Pfaff et al, 1996). Pour déterminer le rôle d'Isl1 dans la neurogénèse rétinienne, l'invalidation 
ciblée d’Isl1 dans la rétine a été réalisée par recombinaison homologue. La CRE recombinase 
utilisée, placée sous le contrôle du promoteur de Six3, a entraîné l'ablation d’Isl1 dans la 
rétine à E9.5. Ceci s'est traduit par une réduction significative des cellules ganglionnaires, des 
cellules bipolaires et des cellules amacrines cholinergiques et un affaiblissement visuel 
marqué. Les déficits des fonctions rétiniennes et visuelles corrèlent avec la perte des cellules 
spécifiques (Elshatory et al, 2007). La présence d'ISL1 dans les cellules bipolaires et 
amacrines cholinergiques leur confère une capacité de développement autonome (Elshatory et 
al, 2007). En revanche, ISL1 n'est pas responsable de la spécification des cellules bipolaires 
mais requise dans la différenciation de ces cellules en neurones bipolaires ON ou OFF. Chez 
l’adulte, l'expression d'Isl1 se maintient dans les cellules ganglionnaires et les cellules 
amacrines cholinergiques mais se restreint aux cellules bipolaires ON seulement (Elshatory et 
al, 2007).  
De façon intéressante, l’expression d’ISL1 devient restreinte aux interneurones 
cholinergiques dans le cerveau antérieur suggérant un rôle important d’ISL1 dans le 
développement à la fois des neurones cholinergiques de la rétine et du cerveau antérieur 
(Wang et Liu, 2001 ; Elshatory et al, 2008).  
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Les cellules glandulaires de l’adénohypophyse dérivent de l’ectoderme oral et la 
neurohypophyse est un diverticule du diencéphale ventral d’origine neuroectodermique. Le 
profil primaire de l’hypophyse antérieure est dirigé par un complexe morphogénétique 
composé de signaux provenant du diencéphale ventral ou infundibulum, de l’ectoderme oral, 
et du mésenchyme ventral juxtahypophysaire. Ils sont essentiels à l'ontogénèse précoce de la 
Poche de Rathke, future hypophyse, et dans les processus qui organisent la destinée spatio-
temporelle des différents types cellulaires endocriniens qui, chez l'adulte, composent 
l'hypophyse antérieure. L'ontogénèse hypophysaire constitue à ce titre un modèle de 
développement où la prolifération initiale des cellules progénitrices et leur détermination sont 
contrôlées directement par plusieurs signaux inductifs extrinsèques et intrinsèques qui 
agissent à faible distance et de façon complémentaire.  
Chez la souris, principal modèle d'étude, la morphogenèse de l’hypophyse débute à E7 
avec la formation des territoires présomptifs de l’hypophyse et de l’hypothalamus au niveau 
de la partie la plus antérieure de la ligne médiane de l’embryon. A E8.5, l’ectoderme oral 
s’invagine en direction du diencéphale pour former la Poche de Rathke en même temps que le 
diencéphale ventral lui-même forme un repli qui bourgeonne vers l'ectoderme oral. Ce contact 
est nécessaire à la détermination des types cellulaires hypophysaires, mettant en avant le rôle 
primordial de l’infundibulum (pour revue Dasen et Rosenfeld, 1999-2001 ; pour revue Scully 
et Rosenfeld, 2002 ; pour revue Zhu et al, 2007a/b). Entre E10.5 et E12, la Poche de Rathke 
continue à proliférer, se referme et se sépare de l’ectoderme oral. Entre E12.5 et E15.5, les 
cellules progénitrices sécrétant les hormones hypophysaires prolifèrent au niveau ventral de la 
poche pour constituer ce qui formera le lobe antérieur.  
Ces phases initiales de la morphogenèse hypophysaire résultent de mécanismes 
moléculaires impliquant en premier lieu l’intervention de signaux extrinsèques en provenance 
de l’infundibulum et du mésenchyme ventral juxtahypophysaire. BMP4 est détectée à partir 
d’E8 au niveau du diencéphale ventral et de l’infundibulum quand le contact s'établit avec la 
poche de Rathke à E8.5-E9. L'expression transitoire de BMP4 s'établit suivant un gradient 
dorso–ventral et induit l'expression d'ISL1. A E9.5, toutes les cellules de la poche de Rathke 
expriment ISL1. Entre E10-E11.5, l’expression d’ISL1 est graduellement réduite dans les 
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cellules de la poche de Rathke localisées au plus près de l’infundibulum par le biais d'un 
nouveau gradient dorso-ventral de molécules signalisatrices de type FGF (Fibroblast Growth 
Factor 8/10/18). L’expression transitoire de FGF induit l’expression de LHX3 à E9.5 
préférentiellement dans la partie dorsale de l'hypophyse. Shh (Sonic Hedghog), une autre 
molécule signalisatrice extrinsèque est nécessaire à la mise en place de l’hypophyse. 
L’expression de Shh est détectée à partir du stade E8 le long de l’ectoderme oral excepté au 
niveau de l’invagination de la poche de Rathke. Après fermeture de la poche de Rathke et de 
sa séparation de l’ectoderme oral, l’expression de BMP2, détectée dans le mésenchyme 
ventral juxtahypophysaire, maintient l'expression d'ISL1 dans la partie ventrale de 
l'hypophyse, région où se développent les futures cellules gonadotropes et thyréotropes. A 
E12.5, son expression persiste au niveau dorsal de la poche de Rathke et s’affaiblit 
graduellement au niveau ventral (Takuma et al, 1998 : Treier et al, 1998 ; Ericson et al, 1998 ; 
pour revue Scully et Rosenfeld, 2002 ; pour revue Zhu et al, 2007a/b). 
L'expression d'ISL1 persiste au niveau ventral dans la poche de Rathke. Le gène Cga 
est exprimé conjointement avec ISL1 dans les cellules progénitrices hypophysaires à E11.5. 
Certaines de ces cellules, potentiellement thyréotropes, commencent à exprimer à E12.5 la 
Tshb tandis que d'autres, potentiellement gonadotropes, expriment à E13.5 le Gnrhr (Takuma 
et al, 1998 : Treier et al, 1998 ; Ericson et al, 1998 ; pour revue Scully et Rosenfeld, 2002 ; 
Zhao et al, 2006 ; pour revue Zhu et al, 2007a/b). Toute une cascade de facteurs de 
transcription s'expriment alors de manière autonome, certains transitoirement comme PROP1, 
d'autres définitivement comme SF1, marqueur du lignage gonadotrope, TPIT, marqueur du 
lignage corticotrope, et PIT1, marqueur des lignages lactotrope, somatotrope et thyréotrope. 
D#'!#$	+,
 Chez les rongeurs et les poissons embryonnaires et adultes, ISL1 et le récepteur des 
œstrogènes (ER) sont exprimés et co-localisent dans certaines régions du système nerveux 
central (Gay et al, 2000 ; Davis et al, 2004). Les protéines ER et ISL1 sont exprimées dans 
l’aire préoptique, le noyau ventromédian, les noyaux arqués de l’hypothalamus et agissent 
comme des facteurs de transcription en régulant l’expression de plusieurs gènes (Thor et al, 
1991 ; Gay et al, 2000 ; Klinge et al, 2001). Les analyses moléculaires et les études 
d’immunomarquages montrent une interaction directe in vivo et in vitro entre ISL1 et ER 
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médiée par l’œstradiol. ISL1 empêche la dimérisation d’ER en solution et inhibe via ses 
domaines LIM les activations transcriptionnelles induites par ER. Enfin les études suggèrent 
qu’ISL1 est exprimée dans les cellules distribuées le long des noyaux hypothalamiques mais 
le degré de co-localisation entre ISL1 et ER diffère selon les noyaux et le stade de 
développement (Gay et al, 2000 ; Davis et al, 2004).  
La protéine ISL1 est non seulement impliquée dans la différenciation du lignage 
gonadotrope mais elle joue également chez l’adulte un rôle essentiel dans la physiologie 
hypophysaire (Sheng et al, 1997 ; Liu et al, 2005a/b). Elle est ainsi impliquée dans la 
régulation de la production des hormones gonadotropes LH et FSH en augmentant la 
transcription des gènes LH et FSH et semble médier les effets de la leptine sur la synthèse 
des gonadotropines (Wu et al, 2010b). La leptine, une hormone synthétisée et sécrétée dans la 
circulation sanguine par les adipocytes est essentielle à la fonction de reproduction, la 
mutation de son gène se traduisant par l'infertilité. Inversement, l'administration de leptine 
dans le cadre de traitement contre l’obésité accélère la maturation sexuelle et la puberté 
(Strobel et al, 1995 ; Clément et al, 1998 ; Chehab et al, 1997 ; Yura et al, 2000). La leptine 
stimule le relargage dans la circulation sanguine de la GnRH dans l’hypothalamus, son taux 
d’expression variant selon les secteurs de l’axe hypothalamo-hypophysaire (Cunnigham et al, 
1999 ; Herrid et al, 2008 ; Wu et al, 2010b). Le récepteur de la leptine est également exprimé 
par les cellules gonadotropes hypophysaires suggérant que la leptine agit directement sur ces 
cellules pour réguler la synthèse de la LH et de la FSH. Elle opérerait via la voie de 
signalisation JAK/STAT (Iqbal et al, 2000 ; Jin et al, 2000 ; Frühbeck, 2006 ; Ogasawara et 
al, 2008 ; Cirillo et al, 2008 ; Wu et al, 2010b). Dans les cellules gonadotropes LT2, la 
surexpression d’Isl1 augmente significativement la synthèse et la sécrétion de la FSH mais 
pas celles de la LH. L’expression d’ISL1 est fortement stimulée dans les cellules 
gonadotropes LT2 après expositions à la GnRH, à l’activine et à la leptine. La baisse 
d'expression d’ISL1, induite par des RNA interférants, réduit significativement l’effet de la 
leptine mais n’influence pas les effets stimulants de la GnRH et de l’activine sur la production 
de LH et de FSH (Wu et al, 2010b).  
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 Les mécanismes génétiques et épigénétiques potentiellement 1.6
impliqués dans l’expression des gènes 
 Modifications épigénétiques  1.6.1
L’ADN s’enroule d'1,65 tour (146 pb) autour d’un octamère protéique composé 
d'homodimères d’histones H2A, H2B, H3 et H4 créant ainsi 14 points de contact 
ADN/protéines (Luger et al, 1997). L’ADN et les histones composent le nucléosome, l’unité 
de compactage du matériel génétique. D’autres protéines telles que l’histone H1 vont 
permettre la formation d’états chromatiniens plus condensés allant jusqu’à la formation du 
chromosome mitotique. Afin de remanier la structure de la chromatine, des enzymes 
spécifiques modifient les histones et l’ADN. Certains résidus au sein des séquences 
peptidiques des histones subissent ainsi des modifications covalentes. A l’issue de ces 
modifications la chromatine s’ouvre rendant l’ADN plus accessible pour la transcription ou se 
condense, empêchant les facteurs de transcription d'accéder à leurs éléments de réponse. Ces 
régulations chromatiniennes et transcriptionnelles sont dictées par ces modifications post 
traductionnelles des histones formant un code spécifique marquant de façon épigénétique le 
locus particulier d’un gène. Ce dernier est décrypté par des protéines régulatrices traduisant 
des états chromatiniens particuliers : actifs, répressifs, inactifs, permissifs. (Figure 7) (Turner 
et al, 2002 ; pour revue Kouzarides, 2007 ; pour revue Berger, 2007 ; pour revue Li B et al, 
2007).  
1.6.1.1 !"ABEBE
La régulation de l’expression des gènes requiert différentes modifications des histones. 
L’acétylation sur des résidus Lys, la méthylation sur des résidus Arg et Lys, la 
phosphorylation sur des résidus Ser et Thr et l’ubiquitinylation sur certains résidus Lys sont 
impliquées dans l’activation transcriptionnelle. En revanche, la méthylation sur d’autres 
résidus Lys, l’ADP-ribosylation sur des résidus Glu, la sumoylation sur des résidus Lys, la 
déimination des résidus Arg, l’isomérisation de la proline et l’ubiquitinylation sur d’autres 
résidus Lys sont impliquées dans la répression transcriptionnelle. Les modifications que 
subissent les histones s’influencent les unes les autres et influent sur l’état de la chromatine. 
Le code formé par les modifications épigénétiques est lu par des protéines non-histones se 
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liant sur les résidus modifiés influençant la transcription des gènes, la réparation de l’ADN, la 
réplication et la condensation de la chromatine (Liu et al, 2005 ; pour revue Li et al, 2007 ; 
pour revue Kouzarides, 2007 ; pour revue Berger, 2007). La combinaison des différentes 
modifications entraine une réponse spécifique (Strahl et Allis, 2000 ; Jenuwein et al, 2001 ; 
Ray-Gallet et al, 2005). Par exemple : l’acétylation de la Lys14 de l’histone H3 inhibe la 
méthylation de la Lys9 de l’histone H3 (pour revue Zhang et al, 2001), l’ubiquitinylation de la 
Lys123 de l’histone H2B influe sur la méthylation de la Lys4 de l’histone H3 (Briggs et al, 
2002).  
L’acétylation des histones est réalisée par l’intervention d’un complexe multiprotéique 
comprenant des enzymes histones acetyltransférases (HAT) et des coactivateurs. Ces 
complexes permettent l’interaction des facteurs de transcription avec l’ADN et le couplage 
d’autres complexes protéiques essentiels à la transcription (Sterner et Berger, 2000 ; pour 
revue Narlikar et al, 2002 ; pour revue Utley et Côté, 2003). Les histones sont toutes 
susceptibles d’être acétylées au niveau de résidus Lys chargés positivement et positionnés en 
région N-terminale. La neutralisation de la charge du résidu par l’acétylation réduit les forces 
d'interaction électrostatique et donc l'affinité entre les histones et l’ADN nucléosomique, 
permettant l’ouverture de la structure chromatinienne. La chromatine est plus relâchée et 
l’ADN devient accessible. L’acétylation joue un rôle dans l’activation de la transcription des 
gènes, la réparation de l’ADN, la réplication et la condensation de la chromatine. Parmi les 
Lys acétylées, la Lys 9 et la Lys 14 de l’histone H3 (H3K9Ac ; H3K14Ac) sont impliquées 
dans l’activation transcriptionnelle (pour revue Li et al, 2007 ; pour revue Kouzarides, 2007 ; 
pour revue Berger, 2007). L’acétylation des Lys sur les régions N-terminales des histones par 
des HAT semble nécessaire à la mobilisation de complexes peptidiques présentant des sous-
unités à bromodomaine entrainant le recrutement de coactivateurs transcriptionnels au niveau 
des séquences promotrices régulatrices (Hassan et al, 2002).  
La méthylation/déméthylation des histones se fait par l’intervention d’enzymes, les 
histones méthyltransférases (HMT) et les histones déméthylases (HDM) sur des résidus Arg 
et Lys. Longtemps considérées comme des modifications stables, elles sont au contraire 
dynamiques, répondant aux signaux de l’environnement et sont impliquées dans divers 
processus incluant la régulation de la transcription des gènes, la réparation de l’ADN, la 
mitose et l’assemblage de l’hétérochromatine (Rice et Allis, 2001 ; Bannister et al, 2002). Les 
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méthylations des résidus Lys4 (mono, di et triméthylation), Lys9 (monométhylation) Lys36 
(triméthylation) et Lys79 (monométhylation) de l’histone H3 jouent un rôle essentiel dans 
l’activation de la transcription des gènes. La Lys9 méthylée joue aussi un rôle de répresseur 
de la transcription des gènes. Les triméthylations des résidus Lys27 et Lys9 de l’histone H3 
répriment la transcription des gènes et la triméthylation de la Lys20 de l’histone H4 rend les 
gènes silencieux. La méthylation sur les résidus Arg2, Arg17 et Arg26 de l’histone H3 et 
l’Arg3 de l’histone H4 ont un rôle dans l’activation de la régulation de la transcription des 
gènes (pour revue Berger, 2007 ; pour revue Kouzarides, 2007 ; pour revue Li B et al, 2007 ; 
Barski et al, 2007 ; pour revue Kim et al, 2009).  
La cartographie de l’état chromatinien du génome humain entier a permis l’analyse 
des profils de triméthylation des Lys4 et Lys27 de l’histone H3 (H3K4Me3 et H3K27Me3) 
(Mikkelsen et al, 2007 ; pour revue Barski et al, 2007 ; pour revue Schuettengruber et al, 
2007) et donne une description de l’état cellulaire en classant les promoteurs en fonction de 
leur activité (actifs, réprimés ou entre les deux états) au cours du développement 
embryonnaire. Les marques H3K4Me3 sont catalysées par des protéines du groupe Trithorax 
(TrxG) (Byrd et Shearn, 2003 ; Dou et al, 2005 ; Wysocka et al, 2005 ; pour revue 
Schuettengruber et al, 2007) et sont détectées dans les régions promotrices de gènes fortement 
transcrits. En revanche il semblerait que le taux de H3K4Me3 diminue au niveau des sites 
d'initiation de la transcription (entre -200 et +50) corrélant alors avec le déplacement du 
nucléosome associé aux gènes actifs. Le taux de H3K4Me3 est également corrélé avec le taux 
d’expression des gènes associés (Roh et al, 2005-2006 ; Bernstein et al, 2005 ; Kim TH et al, 
2005 ; pour revue Barski et al, 2007. Mikkelsen et al, 2007). La modification H3K27Me3 est 
catalysée par des protéines du groupe Polycomb (PcG) (Cao et Zhang, 2004 ; pour revue 
Schuettengruber et al, 2007). Leur présence est en étroite correspondance avec la répression 
de la transcription des gènes (Boyer et al, 2006 ; Lee et al, 2006 ; Roh et al, 2006). Dans les 
cellules souches embryonnaires, H3K4Me3 et H3K27Me3 colocalisent au sein de promoteurs 
dits « bivalents », prêts à être activés ou réprimés suivant le destin future de la cellule 
suggérant l'implication de ces marques dans la différenciation cellulaire (Bernstein et al, 
2006 ; Roh et al, 2006 ; Mikkelsen et al, 2007 ; pour revue Barski et al, 2007). Les promoteurs 
bivalents montrent une faible activité malgré la présence de H3K4Me3, insinuant que les 
effets répressifs de l’activité des PcG sont généralement dominants sur l’activité ubiquiste des 
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TrxG (Mikkelsen et al, 2007). Certaines études qualifient cette balance entre H3K4Me3 et 
H4K27Me3 de modèle « Yin-Yang ».  
1.6.1.2 !"ABEC#1
Dans le génome mammalien, les plantes et les champignons, la méthylation de l’ADN 
est une modification covalente que peuvent subir toutes les bases azotées de l’ADN. La 
cytosine est la base la plus fréquemment modifiée par méthylation. Pour cela, il est nécessaire 
qu’elle soit suivie d’une guanine, formant ainsi un dinucléotide CpG. Cette modification 
consiste en l’ajout d’un groupement méthyl (CH3) sur le carbone 5 à la place de l'atome 
d’hydrogène. Entre 70 et 80% des cytosines du génome situées dans des dinucléotides CpG 
sont concernées par la méthylation. Les dinucléotides CpG sont distribués de façon inégale 
dans le génome humain et sont en général concentrés au niveau de régions appelées ilots 
CpG, dans lesquelles ces dinucléotides ne sont généralement pas méthylés. La méthylation de 
l’ADN est un processus héritable et hautement dynamique durant le développement 
embryonnaire, la réplication, la réparation de l’ADN, la transcription des gènes, la 
condensation de la chromatine et la mitose (Gardiner-Garden et Frommer, 1987 ; Bird, 2002 ; 
pour revue Suzuki et Bird, 2008 ; pour revue Kim JK et al, 2009 ; pour revue Deaton et Bird, 
2011 ; Lienert et al, 2011). La méthylation de l’ADN s'effectue grâce à l’intervention d’une 
famille d’enzymes, les DNA méthyltransférases (DNMT) qui permettent également le 
maintien des profils de méthylation lors de la réplication de l'ADN (Goll et Bestor, 2005 ; 
Klose et Bird, 2006 ; pour revue Garcia-Carpizo et al, 2011). La distribution des profils de 
méthylation au sein du génome est très spécifique de chaque tissu et type cellulaire. Cette 
distribution joue un rôle dans la régulation de l’expression des gènes. La méthylation des CpG 
au sein des régions régulatrices et promotrices d’un gène s'accompagne le plus souvent d'une 
répression transcriptionnelle. La présence du groupement méthyl sur les CpG empêcherait 
l’interaction entre les gènes et les protéines effectrices, telle que l’ARN polymérase II, la 
transcription étant alors réprimée (Lienert et al, 2011 ; pour revue Deaton et Bird, 2011).  
Des liens fonctionnels ont été mis en évidence entre la méthylation de l’ADN, la 
séquence de l’ADN et les modifications des histones. Ils contribueraient à l’établissement du 
profil de méthylation au sein du génome mammalien durant les différents processus affectant 
la cellule chez l’embryon et chez l’adulte et à l’apparition des méthylation de novo (Tamaru et 
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Selker, 2001 ; Jackson et al, 2002, Lienert et al, 2011 ; pour revue Deaton et Bird, 2011). La 
transcription des gènes diminue lorsque la méthylation des CpG sur les régions promotrices 
s'étend et que les marques d’inactivité des histones se déposent (H3K27Me3). En revanche, 
l’augmentation du taux de transcrits d’un gène corrèle avec la diminution de la méthylation au 
sein des régions promotrices et l’augmentation des marques d’activités sur les histones 
(H3K4Me3, H3K9/14Ac) (Lienert et al, 2011 ; Laursen et al, 2011 ; pour revue Deaton et 
Bird, 2011).  
La modification H3K4Me3 est une marque d’activité transcriptionnelle dépendant de 
séquences d’ADN riches en CpG même en absence de l’ARN polymérase II. La densité des 
CpG au sein des ilots est corrélée avec le taux d’H3K4Me3. A elle seule, cette densité 
influence la modification de l’état chromatinien (Thomson et al, 2010 ; Illingworth et al, 
2010).  
Les ilots CpG constituent deux groupes : 50% sont situés en 5’ au niveau des 
promoteurs proximaux des gènes associés et la moitié restante constitue les ilots CpG 
« orphelins » situés aux niveaux intergénique et intragénique. Il y a une corrélation entre la 
distribution des sites d'initiation de la transcription dans le génome et la position des ilots 
CpG. Ces observations sont compatibles avec l’idée que les promoteurs possédant des ilots 
CpG adoptent un état permissif transcriptionnel où l’initiation de la transcription peut 
s’effectuer dans une région d'une centaine de paires de bases. L’accrochage de l’ARN 
polymérase II est favorisé par un certain nombre de facteurs ubiquistes comme SP1 dont les 
éléments de réponse sont riches en bases C et G et donc plus fréquents dans les ilots CpG. 
L’ARN polymérase II phosphorylée sur la Ser5, présente au site d'initiation de la 
transcription, s’y fixera préférentiellement même lorsque le gène associé est inactif (Carninci 
et al, 2006 ; Core et al, 2008 ; Seila et al 2008 ; Juven-Gershon et al, 2008 ; Landolin et al, 
2010 ; pour revue Deaton et al, 2011).  
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Figure 7 
Les modifications épigénétiques des histones et de l’ADN 
 
Les chromosomes visibles au cours de la mitose sont les formes condensées de la chromatine. La condensation 
est permise par l’intervention de protéines comme les histones H1 et le nucléosome formée de deux copies des 
histones H2A, H2B, H3 et H4 (B). L’ADN s’enroule de 1.65 tour (146 pb) autour du nucléosome (C). L’ADN 
est organisée en double hélice et est formée de phosphate, de désoxyribose et de quatre bases : A/T/G/C.   
La méthylation de l’ADN (A) est l’ajout d’un groupement méthyle sur le carbone 5 de la cytosine. Les 
modifications des histones (B) constituant le nucléosome sont de plusieurs types : les lysines et les arginines 
peuvent être méthylées ou acétylées, les sérines peuvent subir des phosphorylations.  
L’histone H3 (en vert, B) peut subir des méthylations sur la Lys 4, des méthylations et des acétylations sur les 
Lys 9 et 27, des acétylations sur la Lys14.   
 
B 
C 
A 
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 Les outils utilisés 1.7
 Les lignées cellulaires 1.7.1
La forte hétérogénéité cellulaire de l'hypophyse antérieure constitue l'un des obstacles 
majeurs à son étude. Pour surmonter cette difficulté, plusieurs groupes de chercheurs, 
essentiellement nord-américains, ont contribué à isoler et caractériser différentes lignées 
cellulaires représentatives des différents types cellulaires endocrines de l'hypophyse 
antérieure. Ces lignées se sont avérées et s'avèrent toujours des outils précieux pour 
comprendre le fonctionnement de chaque type cellulaire, les mécanismes impliqués dans la 
synthèse et la libération de chacune de ces hormones ainsi que leur régulation. Au cours de 
cette étude, nous avons mis à profit cette situation en comparant l'expression des gènes 
hypophysaires dans quatre lignées bien caractérisées : les cellules LT2, T3-1, GH3B6 et 
AtT20. A ces lignées hypophysaires, nous avons adjoint l'étude d'autres lignées cellulaires 
représentatives des neurones à GnRH, les cellules GT1-7, des lignées neutres comme les 
cellules CHO, COS1 et COS7, une lignée rétinienne, les cellules RGC5 et une lignée de type 
neuronale, les cellules PC12. Nous décrivons ci-dessous les caractéristiques de la lignée 
hypothalamique et des lignées hypophysaires qui ont fait l'objet des analyses les plus 
approfondies. 
1.7.1.1 CCDC023
Ce sont des lignées immortalisées de neurones à GnRH hypothalamiques obtenues par 
oncogenèse ciblée. L’antigène T du virus SV40 (Simian Virus 40), placé sous contrôle du 
promoteur de la GnRH de rat a été intégré dans le génome murin (Mellon et al, 1990 ; Wetsel 
et al, 1991). Les tumeurs obtenues in vivo chez l'animal ont ensuite été mises en culture puis 
les cellules ont été clonées pour établir des lignées. Après caractérisation, la lignée GT1-7 
s'est avérée représentative des neurones hypothalamiques à GnRH : elles sécrètent la GnRH 
par pulse et de façon synchronisée (Weiner et al, 1992), expriment les récepteurs aux 
œstrogènes et aux androgènes (Belsham et al, 1998 ; Roy et al, 1999 ; Poletti et al, 2001) et 
répondent à une action directe des stéroïdes.  
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1.7.1.2 CCDC4520
Les T3-1 sont des lignées cellulaires hypophysaires immortalisées obtenues par 
oncogenèse dirigée, selon la même démarche expérimentale utilisée pour l’obtention des 
lignées GT1-7 (Mellon et al, 1990). Des souris transgéniques furent créées en intégrant dans 
leur génome une construction comprenant la séquence codante de l’antigène T du virus SV40 
sous le contrôle du promoteur humain de la sous-unité  (Windle et al, 1990). Des adénomes 
hypophysaires se sont développés et des cellules furent prélevées pour être mises en culture 
afin de sélectionner quelques clones cellulaires, parmi eux les T3-1. Elles expriment les 
gènes codant la sous-unité , le récepteur de la GnRH et le facteur stéroïdogénique (SF1) mais 
pas les gènes codant les sous-unités  de la LH et la FSH. La transcription du gène Cga est 
induite par la GnRH. Ces cellules ont les caractéristiques des cellules gonadotropes immatures 
exprimant à leur surface le GnRHR (Tsutsumi et al, 1992) et ne produisant pas d’hormones 
gonadotropes (Ingraham et al, 1994 ; Fink et al, 2010). Ces cellules sont très utilisées dans 
l'étude des voies de signalisations induites par la liaison de la GnRH sur son récepteur, mais 
également dans les études de régulations géniques (pour revue Ooi et al, 2004).  
1.7.1.3 CCDC67
Comme précédemment, des souris transgéniques ont été créées en intégrant dans leur 
génome une construction comprenant la séquence codante de l’antigène T du virus SV40 sous 
le contrôle du promoteur du gène de la sous-unité  de la LH de rat (Alarid et al, 1996 ; 
Thomas et al, 1996). Ces cellules expriment les gènes codant la sous-unité , le récepteur de 
la GnRH, SF1 mais également les sous-unités  de la LH et la FSH (Turgeon et al, 1996 ; 
Pernasetti et al, 2001 ; Otsuka et Shimasaki, 2002). Ces cellules sécrètent la LH et la FSH en 
réponse aux pulses de la GnRH (Turgeon et al, 1996) qui sont stockées dans des grains de 
sécrétion. Ces cellules ont les caractéristiques des cellules gonadotropes matures exprimant à 
leur surface le GnRHR et répondant aux pulses de la GnRH en sécrétant les gonadotrophines. 
Ce sont de très bons modèles d’études des voies de signalisation activées par la GnRH mais 
aussi des modulations induites par diverses régulations physiologiques (pour revue Ooi et al, 
2004 ; Fink et al, 2010). Ces cellules sont également de très bons modèles pour analyser les 
rétrocontrôles hormonaux sur les gonadotrophines et les régulations par l’activine, l’inhibine 
ainsi que d’autres membres de la superfamille des TGF.  
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1.7.1.4 CCDC'589
Cette lignée cellulaire est un sous-clone de la lignée GH3 qui elle-même dérive de 
tumeurs adénohypophysaires de rat MtT/W5 après 3 passages alternatifs en culture et chez 
l'animal. Les cellules GH3 produisent de l’hormone de croissance (GH) et de la prolactine 
(PRL) dont la sécrétion est régulée par la TRH et le VIP (Bancroft et al, 1969 ; Tashjian et al, 
1970 ; Tixier-Vidal et al, 1978 ; Gourdji et al, 1982 ; Laverrière et al, 1986 ; pour revue Ooi et 
al, 2004). Ces cellules présentent les caractéristiques de cellules lacto-somatotropes : certains 
récepteurs dont celui des œstrogènes ou de l’EGF sont exprimés à leur surface et les voies de 
signalisation de l’AMPc et de SMAD sont fonctionnelles (pour revue Ooi et al, 2004). Les 
cellules GH3 répondent à la leptine et expriment à leur surface son récepteur (Jin et al, 2000). 
Elles sont aussi utilisées pour étudier les régulations des ions calcium, potassium ou sodium 
par des techniques de patch clamp (pour revue Ooi et al, 2004).  
1.7.1.5 CCDCB7:
Cette lignée cellulaire de cellules corticotropes est utilisée pour étudier les fonctions et 
les régulations par les glucocorticoïdes et cytokines de la POMC (Tanaka et al, 1991 et 1997 ; 
Li et al, 1999 ; pour revue Ooi et al, 2004). Cette lignée cellulaire fut obtenue en alternant les 
passages en cultures et chez l'animal (souris). Ces cellules tumorales produisent l’ACTH et 
l'MSH à partir du précurseur POMC (Furth et al, 1953 ; Buonassisi et al, 1962). Ces cellules 
sont petites et prolifèrent en agrégats pour former des clusters. Les AtT20 utilisées dérivent 
des AtT20/D16v-F2 (Gumbiner et al, 1981). Elles possèdent les caractéristiques des cellules 
corticotropes de l’adénohypophyse. Les hormones sont correctement synthétisées et l'ACTH, 
clivée par des prohormones convertases à partir de la POMC, est sécrétée par exocytose 
(Zhou et al, 1994 ; El Meskini et al, 2000). Certains facteurs dont le CRH, le VIP ou encore 
l'IL-6 régulent la sécrétion des endorphines et de l’ACTH dans cette lignée cellulaire 
hypophysaire (Fukata et al, 1989). Ces cellules possèdent à leur surface un certain nombre de 
récepteurs (pour revue Ooi et al, 2004). Elles constituent des contrôles négatifs 
particulièrement adéquats pour notre étude puisqu’elles n'expriment aucun des gènes 
marqueurs du phénotype cellulaire gonadotrope comme SF1, le GnRHR, la LH, ou le FSH.  
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 Objectifs 1.8
Initialement, compte tenu des données collectées au laboratoire, mon objectif 
consistait à décrire et préciser les interactions entre FOXL2, un facteur de transcription 
appartenant à la famille Forkhead et ISL1. Ces données, en accord avec la littérature, 
suggéraient qu'Isl1 était la cible de FOXL2. Pour le démontrer, nous avons mis en œuvre des 
expériences de transfection transitoire combinant le promoteur de 5 kb d'Isl1 et un vecteur 
d'expression FOXL2. Ce type d'approche exige le plus souvent l'utilisation de lignées 
cellulaires "neutres" qui n'expriment pas le ou les facteurs à tester (FOXL2 et ISL1, en 
l'occurrence). De façon tout à fait inattendue, nous avons observé une activité systématique et 
élevée du promoteur transfecté d'Isl1 dans toutes les lignées testées, des plus neutres aux plus 
spécifiques, suggérant que le promoteur endogène pouvait être soumis majoritairement à des 
régulations épigénétiques. En effet, comme nous allons l'illustrer dans le chapitre suivant, seul 
un nombre réduit de ces lignées exprimait les ARN messagers d'Isl1.  Dans les lignées 
n'exprimant pas les ARNm d'Isl1, le gène endogène et son promoteur étaient probablement 
réprimés via des modifications épigénétiques entraînant la formation d'une structure 
chromatinienne fermée, régulations auxquelles échappait le promoteur transfecté. C'est ainsi 
que nous avons entrepris de déterminer la nature de ces régulations épigénétiques en utilisant 
différents modèles cellulaires, dont ceux décrits ci-dessus, et en privilégiant l'analyse des 
marques d'activité et d'inactivité des histones avant d'amorcer l'étude des profils de 
méthylation de l'ADN.  
152 
 
 Matériels et méthodes 2
 
 Les anticorps  2.1
Les anticorps utilisés pour les ChIP sont les suivants : l’anticorps polyclonal anti-
histone H3 (trimethyl K4Me3) (ab8580 - ChIP grade), l’anticorps polyclonal anti-histone H3 
(trimethyl K27Me3) (ab6002-ChIP grade), l’anticorps polyclonal anti-ARN polymérase II 
CTD repeat YSPTSPS (phosphoSer5) (ab5131 - ChIP Grade) de Abcam (Cambridge, UK), 
l’anticorps polyclonal anti-acetyl-Histone H3 (K9-K14) (Millipore 06-599), l’anticorps 
polyclonal anti-acetyl-Histone H3 (K14) (Millipore 07-353). Les anticorps utilisés pour les 
immunohistochimies sont : l’anti-ISL1 (394D5), qui est un monoclonal produit au laboratoire 
à partir d'un hybridome obtenu auprès du Developmental Studies Hybridoma Tissue Bank 
(National Institute of Child Health and Human Development - University of Iowa - 
Department of Biological Sciences, Iowa City, IA) ; l’anti-FOXL2 utilisé au 1/300ème 
(Cocquet et al, 2002) ; l’anticorps polyclonal anti-TSH, fait chez le rat (NIDDK (NIH), 
number IC-1, AFP-1274789) dilué à 1/200ème ; l’anticorps monoclonal anti-LH fait chez le 
bovin, utilisé à 1/300ème (number 518B7, Matteri et al, 1987) ; DAPI.  
 Culture cellulaire  2.2
Les cellules gonadotropes de souris T3-1 et LT2, fournies par le Dr P. Mellon (La 
Jolla, CA), les cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO), les cellules lacto-somatotropes 
GH3B6 de rat, les cellules corticotropes AtT20 de souris et les cellules hypothalamiques 
GT1-7 de souris ont été maintenues en culture dans un milieu DMEM complémenté avec 10% 
de sérum de veau fœtal et 50 µg/ml de pénicilline/streptomycine à 37 ° C, en atmosphère 
humide à 5% de CO2, 95% d'air.  
 Etudes de l’activité du promoteur : enzymes de restriction et 2.3
constructions 
Afin d’étudier l’activité du promoteur du gène Isl1, des constructions ont été réalisées. 
Le promoteur de 5kb (-4674 / +222 pb) en amont et en aval du site d'initiation de la 
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transcription du gène Isl1 a été inséré dans le plasmide pGL3 basic vector de Promega de 
4818 pb par l’équipe de Sylvia Evans (Lin et al, 2007).  
En 5': 5'-GATGGTACCCTCAACTAAATGAGGCTAC-3’.  
En 3': 5'-ATTGTCGACTTGTAAGAGGGAGTA-3'.  
Des constructions ont été réalisées avec différentes enzymes de restriction (Fermentas 
et Promega) présentant un site dans la partie du promoteur inséré dans le plasmide. Deux 
constructions ont été réalisées au départ : l'une digérée par KpnI et une autre par le couple 
d’enzyme de restriction SpeI/NheI. La construction coupée par KpnI a été ensuite recoupée 
avec plusieurs enzymes : soit AflII, BstXI, NdeI, NheI ou EcoRI. Les bactéries compétentes 
DH5 ont été transformées par ces constructions, mises en culture et les plasmides extraits et 
purifiés. Après dosage de l'ADN et digestion avec NotI, les plasmides ont été vérifiés par 
migration sur gel. 6 constructions ont ainsi été réalisées (cf schémas et séquence ci-dessous) :  
 
Le schéma (obtenu avec le logiciel pDRAW32) montre la construction entière du 
pLuc5.0Isl1 : il fait 9745 pb, contient la séquence firefly Luciférase (Luc+), la séquence lui 
conférant la résistance à l’ampicilline (Ampr) et le promoteur du gène Isl1. 
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La séquence ci-contre est celle intégrée dans le vecteur. Le promoteur (en jaune) 
contient : la zone probable de fixation du facteur de transcription FOXL2 mise en évidence 
lors d’expérience de ChIP on Chip (en rose sur le schéma et surligné en vert en majuscule au 
niveau de la séquence ci-contre, les motifs surlignés en jaune sur la séquence seraient les 
motifs de liaison avec FOXL2) et l’ilot CpG (en bleu turquoise sur le schéma et mis en 
évidence en italique/gras sur la séquence ci-contre). La séquence montre les emplacements 
des enzymes de restriction par rapport au site d'initiation de la transcription (signalé SST+1), 
les amorces 5’ et 3’ utilisées pour intégrer la séquence dans le vecteur. La séquence mise en 
évidence en bleu turquoise est celle du premier exon, la séquence en italique/gras délimite 
l’ilot CpG. Le codon ATG est signalé à titre indicatif mais n’est pas présent dans la séquence 
du promoteur intégré au vecteur.  
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 Transfection transitoire  2.4
Les dilutions des plasmides sont réalisées à partir de solution mère à 200 ng/µl pour les 
vecteurs luciférase et à 30 ng/µl pour les vecteurs d’expression. La quantité maximale de 
vecteur luciférase est de 100 ng/puits et celle de vecteur d’expression de 50 ng/puits tout en 
sachant que l'action optimale est généralement obtenue à 10 ng/puits. La quantité de vecteur 
témoin de transfection pRL-TK ou pRL-SV est comprise entre 5 et 10 ng/puits selon 
l’efficacité de la transfection des cellules. Les conditions par puits sont les suivantes : 
5 µl d’OptiMEM additionné de 10 ng de pRL-TK sont ajoutés au mélange de plasmides à 
tester. En parallèle, 5 µl d’OptiMEM sont ajoutés à 0.5 µl de LipofectAMINE2000 réactif 
(Life Technologies, Gaithersburg, MD). La lipofectamine diluée est incubée 5 minutes à 
température ambiante puis ajoutée à la solution de plasmides afin d’obtenir le mélange de 
transfection. Ce mélange est incubé 25 minutes sous hotte à température ambiante.  
Pendant ce temps, les cellules en culture des lignées T3-1, LT2, GT1-7, GH3B6, 
AtT20, PC12 et CHO sont détachées du support de culture par traitement enzymatique à la 
trypsine. La digestion enzymatique est stoppée par ajout de milieu de culture complet (5 ml de 
DMEM 10% SVF + pénicilline/streptomycine) et les cellules sont centrifugées. Les cellules 
sont alors reprises dans un volume équivalent à 40 µl par puits d'OptiMEM pour une plaque 
de 96 puits. Les cellules sont distribuées dans les tubes contenant le mélange ADN/ 
LipofectAMINE2000 avant d’être réparties dans les puits de culture à raison de 50 µl/puits. 
Les dépôts se font en triplicat, soit 120 µl de suspension de cellules pour 30 µl de mélange de 
plasmides.  
Les plaques de 96 puits sont incubées à 37°C pendant 5 heures puis 50 µl par puits de 
milieu de post-transfection (DMEM ; 4 % SVF ; 10 U/ml de pénicilline et 10 µg/ml de 
streptomycine) sont ajoutés puis les plaques sont remises à 37°C pendant 48 heures avant de 
mesurer les activités luciférases (Dual-Luciferase® Reporter assay system, Promega).  
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 Extraction de protéines nucléaires et western blot  2.5
 Extractions nucléaires des cellules en culture  2.5.1
Les cellules T3-1, GH3B6, LT2, AtT20, PC12 et GT1-7 sont cultivées dans des 
boîtes P75 afin d’obtenir un nombre de cellules adéquates pour réaliser les extractions de 
protéines nucléaires. Les boîtes de cellules en culture sont rincées deux fois avec 10 ml de 
PBS 1X afin d’éliminer le milieu de culture. Les cellules sont récupérées par grattage dans 1.5 
ml de PBS 1X et transférées dans des tubes de 2 ml. Les tubes sont centrifugés pendant 10 
secondes à 4°C à 5000 rpm. Les culots sont repris dans 400 µl de tampon de lyse 1X [10 mM 
Tris(HCl) pH7.4 ; 10 mM NaCl ; 3 mM MgCl2 ; 0,5% NP40 ; 0,5 mM PMSF (solution mère à 
250X) ; 1 µM de pepstatine (solution mère à 250X) ; 1 µM de leupeptine (solution mère à 
250X)]. Après avoir mélangé rapidement, les tubes sont mis à 4°C pendant 5 minutes. Les 
tubes sont centrifugés pendant 10 secondes à 4°C à 5000 rpm. Les surnageants sont conservés 
et les culots sont repris à nouveau dans 200 µl de tampon de lyse. Après les avoir mélangés, 
les tubes sont centrifugés pendant 10 secondes à 4°C à 5000 rpm. Les surnageants sont 
récupérés et sont regroupés avec les premiers. Les culots restants sont repris dans 50 µl de 
tampon C [20 mM HEPES pH7.9 ; 420 mM NaCl ; 1,5 mM MgCl2 ; 0,2 mM EDTA ; 0,5 mM 
DTT ; 0,5 mM PMSF (solution mère à 250X) ; 1 µM de pepstatine (solution mère 250X) ; 1 
µM de leupeptine (solution mère à 250X)] et sont incubés pendant 30 minutes à 4°C sous 
agitation. Les tubes contenant le tampon C et les surnageants sont ensuite centrifugés pendant 
15 minutes à 4°C à 18000 rpm. Les surnageants constituent les extraits nucléaires et 
cytosoliques. Les concentrations en protéines sont déterminées par dosage de Bradford puis 
les extraits sont aliquotés et conservés à -20°C et à -80°C.  
 Les westerns blot  2.5.2
Afin de réaliser l’étude par western blot de la protéine nucléaire ISL1 dans les 
différentes lignées, 15 g de protéines sont dénaturés par chauffage pendant 10 min à 90°C 
dans un tampon Laemmli 1X [62,5 mM Tris-HCl (pH6.8) ; 2% SDS ; 10% glycérol ; 5% de 
-mercaptoéthanol ; bleu de bromophénol (traces)]. Les protéines sont ensuite séparées par 
électrophorèse PAGE-SDS à 200 V avec un tampon de migration Tris-Glycine-SDS [25 mM 
Tris (pH8.3) ; 192 mM glycine ; 0,1% SDS] et transférées sur une membrane de nitrocellulose 
(GE Healthcare) avec le même tampon contenant 20% d’éthanol pendant 70 minutes à 300 
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mA. Après transfert, les membranes sont incubées dans une solution de blocage TBS-Tween 
0,1% [TBS : 50 mM Tris (pH7.5) ; 150 mM NaCl] contenant 5% de lait pendant 1h à 
température ambiante, elles sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire dilué dans du 
TBS-Tween 0,1% - lait 5% à 4°C pendant la nuit sous agitation. Après 3 lavages de 5 minutes 
les membranes sont incubées avec l'anticorps secondaire couplé à la peroxydase pendant 1h à 
température ambiante sous agitation. Les bandes sont révélées par le lecteur de 
chimiluminescence LAS3000 (Lifescience Fujifilm) en utilisant un réactif Luminol 
(ECL™Plus, GE Healthcare Life Sciences). Les résultats sont analysés en utilisant la ß-actine 
comme protéine de référence, le programme Photoshop Adobe pour réaliser les montages 
d’images des westerns blot et le programme Image J pour les estimations densitométriques. 
 
 Immunoprécipitation de chromatine (ChIP)  2.6
Les expériences de ChIP sont réalisées sur les cellules T3-1, GH3B6, LT2, AtT20 et 
GT1-7. Chaque type cellulaire a été cultivé dans deux bouteilles de 75 cm2. Les cellules sont 
utilisables lorsque qu’elles sont arrivées à confluence. Plusieurs étapes sont nécessaires : 
  Le Cross-linking 2.6.1
Du formaldéhyde à 37% est préparé extemporanément à partir de paraformaldéhyde. 
Pour cela, 1,85 g de paraformaldéhyde est pesé et mis dans un tube falcon de 15 ml avec 3,6 
ml d’H2O et 70 µl de KOH 1N. Le tube falcon entrouvert est placé dans un bécher rempli 
d’eau et placé dans un four à micro-onde sous hotte. Après solubilisation du formaldéhyde, le 
niveau est complété à 5 ml d’eau si besoin afin que le formaldéhyde soit à 37%. 270 µl de 
formaldéhyde à 37% sont ajoutés aux 12 ml de milieu de culture (final 1%) et mélangés 
rapidement. Les bouteilles sont laissées sous hotte pendant 10 minutes à température 
ambiante. Après les 10 minutes d’incubation, le milieu est aspiré et 12 ml par boîte de 
solution d’arrêt [125 mM glycine ; qsp 50 ml PBS] sont ajoutés. Les cellules sont incubées 
pendant 10 min en présence de la solution d'arrêt qui est ensuite éliminée et les boîtes sont 
rincées deux fois avec du PBS.  
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 L’extraction des noyaux  2.6.2
Afin d’extraire les noyaux des cellules, 10 ml de tampon N1 [10 mM HEPES pH7.9 ; 
10 mM EDTA ; 0,5 mM EGTA ; 0,25% de Triton X-100 ; 10 mM de -Glycérophosphate ; 1 
mM d’Orthovanadate ; qsp 200 ml H2O] sont ajoutés dans chaque bouteille. L’incubation est 
réalisée sur la glace pendant 10 min sous agitation douce. Les cellules sont récupérées par 
grattage dans le tampon N1, rassemblées dans des tubes Falcon de 50 ml et centrifugées 
pendant 5 min à 500 g. Les surnageants sont aspirés, les culots sont remis en suspension dans 
40 ml de tampon N2 [10 mM HEPES pH7.9 ; 200 mM NaCl ; 1 mM EDTA pH8 ; 0,5 mM 
EGTA pH8 ; 0,01% de Triton X-100 ; 10 mM de -Glycérophosphate ; 1 mM 
d’Orthovanadate ; qsp 100 ml d’H2O] et incubés sur glace pendant 10 minutes sous agitation 
douce. Les tubes sont à nouveau centrifugés pendant 5 minutes à 500 g à 4°C. Les culots 
nucléaires sont repris dans 2 ml de tampon de lyse [50 mM HEPES pH7.9 ; 140 mM NaCl ; 1 
mM EDTA pH8 ; 1% de Triton X-100 ; 0,1% Na desoxycholate ; 10 mM de -
Glycérophosphate ; 1 mM d’Orthovanadate ; qsp 40 ml H2O] et transférés dans des tubes 
Falcon de 15 ml. Les culots sont soniqués 4 fois 25 secondes à 90% (sonicateur Vibra-Cell 
équipé d’une microsonde). La chromatine est transférée dans des tubes de 2 ml et centrifugée 
pendant 10 minutes à 4°C à 15000 rpm. Les surnageants sont transférés dans des tubes de 2 
ml.  
 L’immunoprécipitation  2.6.3
La concentration en chromatine (DO 260/280) est mesurée au Nanodrop. Les 
absorbance à 260 nm, à 280 nm ainsi que les rapports 260/230 et 260/280 sont relevés. Le 
tampon de lyse absorbe à 260 nm, il est donc important de retrancher l’absorbance de ce 
dernier à celle de l’échantillon. Ci-dessous un exemple de courbe obtenue par mesure au 
Nanodrop :  
 
 
 
Absorbance (nm) 
D
O 
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On utilise 1,5 à 2 unités DO260 par immunoprécipitation. 
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Le volume maximal par immunoprécipitation est fixé à 350 µl, le volume des billes de 
protein A-agarose/ADN de sperme de saumon (Millipore™ ref : 16-157) utilisé est de 50 µl 
par immunoprécipitation. En plus des 5 anticorps utilisés, un sixième tube ne contiendra pas 
d’anticorps et constituera le contrôle négatif. La chromatine en solution est diluée volume 
pour volume avec le tampon de dilution (0,02 mM Tris(HCl) pH8 ; 2 mM EDTA pH8 ; 150 
mM NaCl ; 1% de Triton X-100 ; 0,01% de SDS ; 10 mM de -Glycérophosphate ; 1 mM 
d’Orthovanadate ; qsp 40 ml H2O) afin d'optimiser les conditions d'immunoprécipitation. Le 
volume final de l’input 50% est de 300 µl : 150 µl de chromatine soniquée et 150 µl de 
tampon de dilution.  
Les solutions de chromatine (350 µl/anticorps) sont préincubées avec les billes 
d'agarose couplées à la protéine A pendant 30 minutes à 4°C sous agitation puis centrifugées. 
Cette étape permet d'éliminer les facteurs se liant de manière non spécifique aux billes 
d'agarose. Les surnageants chromatiniens ainsi traités sont récupérés et les anticorps ajoutés. 
La chromatine est incubée une nuit à 4°C sous agitation avec les anticorps. Afin d'illustrer 
cette méthode, un tableau récapitulatif de trois immunoprécipitations pour trois lignées 
cellulaires, GT1-7, AtT20 et LT2 est présenté ci-dessous 
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Le deuxième jour, les solutions de chromatine immunoprécipitée sont incubées en 
présence des billes d'agarose couplées à la protéine A pendant 2 heures à 4°C sous agitation 
pour capturer les anticorps avec les complexes protéine/ADN qu'ils ont piégés.  
 Le lavage des billes  2.6.4
 Les tubes sont centrifugés et les surnageants sont conservés dans des tubes stériles à -
20°C. Les billes sont transférées avec 2 fois 250 µl de tampon de lavage 1 dans des petites 
colonnes Micro Bio-Spin colonnes (Biorad). Le liquide s’écoule par gravité. Les billes sont 
lavées successivement :  
- 3 fois avec le tampon de lavage 1 contenant 150 mM NaCl [0,025 M Tris(HCl) pH8 ; 2 
mM EDTA pH8 ; 150 mM NaCl ; 1% de Triton X-100 ; 0,1% de SDS ; qsp 40 ml H2O].  
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- 3 fois avec le tampon de lavage 2 contenant 500 mM NaCl [0,025 M Tris(HCl) pH8 ; 2 
mM EDTA pH8 ; 500 mM NaCl ; 1% de Triton X-100 ; 0,1% de SDS ; qsp 40 ml H2O].  
- 3 fois avec le tampon de lavage 3 contenant 250 mM LiCl [0,010 M Tris(HCl) pH8 ; 1 
mM EDTA pH8 ; 250 mM LiCl ; 1% de NP40 ; 1% de Na desoxycholate ; qsp 40 ml 
H2O].  
- 3 fois avec du TE [10 mM Tris(HCl) pH8 ; 1 mM EDTA] 
Afin d’éliminer le TE, les tubes avec les colonnes sont centrifugés très brièvement. Les 
colonnes sont placées sur des tubes 2 ml et 300 µl de tampon d’élution [100 mM NaHCO3 ; 
1% de SDS ; qsp 10 ml H2O] sont ajoutés au centre de chaque colonne. Elles sont aussitôt 
fermées par un bouchon afin de retenir le tampon d’élution dans la colonne et permettre une 
incubation de 2 heures. Au cours de cette incubation, l’éluat est repassé 2 fois à travers la 
colonne. Les tubes sont centrifugés au bout des 2 heures, et 2 µl de protéinase K à 20 mg/ml 
sont ajoutés dans chaque tube. Les 300 µl sont répartis en 2x150 µl dans des tubes de 0,5 ml 
pour PCR. Les tubes sont placés dans le thermocycleur (Crocodile II, Appligene) et incubés à 
65°C pendant 8 heures.  
 Extractions des ADN 2.6.5
Les 2 x 150 µl sont réunis dans un tube de 1,5 ml. Les ADN sont extraits au 
phénol/chloroforme (V/V) et précipités à l’éthanol en présence de glycogène (5 à 10 µl à 10 
mg/ml). Les culots sont repris dans 50 µl d’H2O pure. Les ADN sont prêts à être utilisés pour 
les PCR semi-quantitatives et quantitatives en temps réel.  
 
 Analyses de la méthylation  2.7
 Les PCR semi-quantitatives 2.7.1
Les PCR semi-quantitatives sont effectuées sur les ADN purifiés à, partir des lignées 
cellulaires. Les amorces utilisées figurent dans le tableau ci-dessous. Toutes les lignées 
cellulaires sont murines sauf les cellules GH3B6 qui sont des cellules de rat : des amorces 
spécifiques pour ces cellules ont donc été dessinées. L’enzyme utilisée pour les amplifications 
est la GoTaq® DNA Polymerase (Promega) et le tampon est celui fourni avec l’enzyme 
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(tampon 5X avec Mg2+, Promega). Le volume final de la réaction est de 30 µl par tube, la 
concentration finale des dNTP est de 0,2 mM (concentration initiale à 10 mM ; Promega), la 
concentration finale des amorces est de 0,3 µM (concentration initiale à 3 µM). La 
concentration finale en Mg2+ est 1.5 mM.  
Le mélange pour un point et pour un couple d’amorces donné est le suivant : 6 µl de 
tampon 1X + 0.6 µl dNTP + 2,5 µl d’amorce sens + 2,5 µl d’amorce antisens + X µl d’ADN 
+ qsp 30 µl H2O.  
Les ADN sont amplifiés dans l’appareil Biorad. Le programme d’amplification est le 
suivant : dénaturation à 94°C pendant 3 minutes      
  dénaturation à 94°C pendant 30 secondes      
  hybridation à 55°C pendant 30 secondes      
  élongation à 72°C pendant 30 secondes       
  élongation à 72°C pendant 5 minutes.  
La température d’hybridation dépend des amorces utilisées. Après cette première 
amplification, 6 µl de chaque échantillon sont prélevés et mis dans des tubes PCR contenant 
chacun 5 µl de bleu de charge 1X. Une seconde amplification est effectuée avec 4 cycles 
supplémentaires, les températures sont les mêmes, seul le nombre de cycle change. Un 
deuxième prélèvement de même volume est réalisé après l’amplification numéro 2. Et une 
troisième et dernière amplification de 4 cycles supplémentaires est lancée. Les tubes de cette 
dernière sont gardés.  
 En parallèle à la PCR, un gel d’agarose à 1 % est préparé (70 mg d’agarose en poudre ; 
qsp 70 ml de TAE 1X ; 70 µl de Bromure d’Ethidium). La première amplification est déposée 
dans les puits (10 µl par puits) et migrée pendant 10 minutes. Après l’arrêt de la migration, la 
deuxième amplification est déposée sur le même gel, dans les puits correspondant à chaque 
ADN, la migration de ce deuxième dépôt dure 10 minutes et enfin la troisième amplification 
est déposée selon le même processus. La troisième migration dure 10 minutes. La 
visualisation des bandes se fait après la troisième migration (appareil Biorad).  
 
 
x 29 cycles 
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 Les amorces utilisées :  
Qal5 (ss unit I) mouse ,2????22?,2?2?2
Qal3 (ss unit ) mouse ??,?22?22?2,?2,2?
QLH5 (LHJ) mouse ??2?2???,,22,,2?
QLH3 (LH) mouse ,22,,,2,,22???,,,2
Qisl5 mouse ,?2???,2??22???,
Qisl3 mouse ????2?,2??2?,2?2
RPrl25 rat 2,,22,,222,2??,,,2
RPrl23 rat 2?,,,2???,,,,2
POMC5 mouse 2,2?2?,2,?,,?,,2,
POMC3 mouse 2??,,22??,?2?,,22,
FSHb5 mouse ,2?,2,2?2??,222?,
FSHb3 mouse ,2?????,2?,,2?
mHPRTprom5 mouse ,,2,,????,???,,2
mHPRTprom3 mouse ,?,?,2???,2?,???2,??,2
RHPRT5 rat ,,,22?2,?,??2,
RHPRT3 rat ,?2???2?2,,,?,2
K5,61!F mouse ?,2,,2?2?,?222,,
K5,61!C mouse 22???2,,2?,2,??2
 
  La PCR en temps réel  2.7.2
Les PCR en temps réel ont été effectuées en utilisant l’input (1%) et les ADN purifiés. 
Les ratios ont été calculés en appliquant le calcul suivant R (%input) = 2 ((Cp input-Cp éluat) x 1/2 
efficacités)
, à la norme de courbe efficacités tirées pour chaque paire d'amorces obtenues à partir 
de LightCycler 480 logiciels (Roche Diagnostics). 
 Détermination des intensités de fluorescence 2.7.3
2.7.3.1 ;A;&2DAEBBAB 
(Figure 16a/b ; 17a/b ; 18a/b ; 19a/b ; 20a/b ; 21a/b ; 22a/b ; 23a/b) 
L’intensité de fluorescence des fragments d'ADN obtenue par PCR semi-quantitative a 
été mesurée à l’aide du logiciel Image J, développé par le National Institute of Health. Le 
rapport de l’intensité de l'apport (Input) total (Imax) sur l’intensité du contrôle négatif (Icô) 
fournit une première estimation permettant d’apprécier la qualité des PCR et des 
immunoprécipitations. Pour chaque gène et dans chaque lignée, la quantité du fragment 
amplifié après immunoprécipitation (QIP) est exprimée en fonction d’Imax en pourcentage 
selon la formule suivante où IIP est l'intensité de fluorescence du fragment amplifié :  
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QIP = ((IIP-Icô) / (Imax-Icô)) x 100 
Ces mesures ont été comparées aux résultats obtenus par PCR en temps réel sur les 
mêmes chromatines. 
2.7.3.2 ;A;&DAEBBAB EB	C
(Figure 16c ; 17c ; 18c ; 19c ; 20c ; 21c ; 22c ; 23c)  
Les amorces utilisées s'hybrident à proximité du site d'initiation de la transcription des 
gènes. Les "cycles de sortie" (Cp) de chaque ADN immunoprécipité CpIP) et de l'apport total 
(Cpmax ; 100%) sont utilisés pour déterminer la fraction d'ADN total immunoprécipité en 
appliquant la formule :  
% Apport total = 2((Cpmax - CpIP) x (1/2 efficacité)) 
 
 Extraction d’ADN génomique  2.8
Les ADN génomiques des cellules en culture T3-1, LT2, GT1-7, PC12, GH3B6 et 
AtT20 sont extraits afin d’étudier l’état de méthylation. Après avoir été décollées par 
digestion à la trypsine (Sigma), les cellules sont transférées dans des tubes de 2 ml et sont 
incubées à 65°C pendant 5 h dans 500 µl de tampon de lyse [100 mM Tris(HCl) pH8.5 ; 5 
mM EDTA ; 0,2% SDS ; 200 mM NaCl ; 100 µg/ml Protéinase K ; dans de l’H2O]. Après les 
5 heures d’incubation, une extraction au phénol/chloroforme est effectuée. 500 µl de phénol et 
500 µl de chloroforme sont ajoutés dans chaque tube. Une fois bien mélangés, les tubes sont 
centrifugés pendant 10 minutes, à 15°C à 12000 rpm. Les phases supérieures sont récupérées 
délicatement et mises dans des tubes propres. 500 µl de chloroforme sont ajoutés à la phase 
récupérée. Les tubes sont mélangés puis centrifugés pendant 10 minutes à 15°C à 12000 rpm. 
Les phases supérieures sont récupérées et transférées dans des tubes propres. Afin de 
précipiter les pelotes d’ADN, 25 µl de NaAC 3M/5M et 500 µl d’EtOH 100% sont adjoints 
aux phases supérieures récupérées. Les tubes sont agités et les pelotes d'ADN deviennent 
visibles en se condensant. Elles sont prélevées, séchées à température ambiante dans des tubes 
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propres ouverts. Lorsque l’EtOH s’est évaporé, l’ADN est repris dans 50 µl d’H2O pure puis 
dosé au Nanodrop.  
[C]
 T3-1 = 2.318 µg/µl [C] AtT20 = 1.76 µg/µl 
[C] GH3B6 = 2.63 µg/µl [C] GT1-7 = 0.858 µg/µl 
[C] LT2 = 3.615 µg/µl [C] PC12 = 1.74 µg/µl 
 
 
 Immunohistologie  2.9
Les solutions à préparer sont :  
- 1X PBS + 1% BSA. Pour 100 ml, déposer 1g de poudre BSA en surface et laisser décanter 
sans intervenir. Homogénéiser par retournements lents (ou préparer de la BSA 10%, 
aliquoter et stocker à -20°C).  
- 1X PBS + 1% BSA + Triton X-100 0,25%. Dans 10ml de la solution précédente, diluer 
(sans agiter) 25 µl de Triton X-100. 
- 1X PBS + 0,25% Tween20. Dans 100 ml de 1X PBS, diluer (sans agiter) 250 µl de 
Tween20.  
 Les échantillons de tissus hypophysaires d’embryons de souris à E13.5 et de souris 
adultes de 3 semaines sont prélevés. Les hypophyses sont fixées au paraformaldéhyde (PAF) 
à 2% dans 1X PBS pendant 2h à 4°C, puis sont lavées au 1X PBS 3 fois 30 minutes à 4°C. 
Les tissus sont ensuite cryocongelés dans du PBS-sucrose 18% toute une nuit puis lavés au 
1X PBS 3 fois 30 minutes à 4°C.  
Les hypophyses sont coupées au cryostat, à 7µm d’épaisseur et les coupes sont disposées 
sur des lames de microscopes puis chauffées afin que la fixation des coupes sur les lames se 
fasse correctement.  
Une zone de 1cm² environ a été délimitée au Dakopen sur les lames après les avoir 
chauffées 1h et fixées 10 minutes au méthanol à -20°C. La saturation des sites non spécifiques 
se réalise dans (1X PBS, 1% BSA, 0,25% Triton X-100, SVF) 1 heure à température 
ambiante. Les incubations avec les anticorps primaires anti-Islet1 (souris), utilisé au 1/25ème et 
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anti-FOXL2 (lapin), utilisé au 1/300ème se font pendant la nuit à 4°C. Les anticorps sont dilués 
dans une solution de (1X PBS + 1% BSA + 0,25% Triton X-100). Les coupes sont lavées 
dans un borel 3 fois 10 minutes à température ambiante, dans une solution de 1X PBS + 
0,25% Tween20. Les lames sont incubées 1h à température ambiante avec les anticorps 
secondaires anti-souris Alexa rouge dilué au 1/500ème pour ISL1 et anti-lapin Alexa vert dilué 
au 1/500ème pour FOXL2. Les coupes sont lavées dans un borel 3 fois 10 minutes à 
température ambiante, dans une solution de 1X PBS + 0,25% Tween20. Les coupes sont 
ensuite incubées la nuit à 4°C avec les anticorps primaires anti-TSH (cobaye) utilisé au 
1/500ème, anti-LH (lapin) utilisé au 1/300ème et anti-LH (souris) utilisé au 1/300ème. Les 
anticorps sont dilués dans une solution de 1X PBS + 1% BSA + 0,25% Triton X-100 Les 
coupes sont lavées dans un borel 3 fois 10 minutes à température ambiante, dans une solution 
de 1X PBS + 0,25% Tween20. Les lames sont ensuite incubées pendant 1h à température 
ambiante avec les anticorps secondaires anti-souris Alexa rouge, anti-lapin Alexa vert et anti-
cobaye Alexa vert. Ils sont dilués au 1/500ème dans du 1X PBS + 0,25% Triton X-100. Les 
coupes sont lavées dans du 1X PBS et incubées en présence de DAPI pendant 5 min puis 
rincées. Les lames sont montées avec du cytifluor puis observées au microscope.  
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 Résultats 3
De nombreux exemples illustrent la diversité des sites d'initiation de la transcription 
pour un même gène au sein de différents tissus. Cette diversité a souvent pour origine 
l'existence de promoteurs alternatifs et donc d'éléments régulateurs différents. Pour isoler et 
analyser un promoteur, il est donc impératif de connaître le site d'initiation de la transcription 
dans les tissus d'intérêt, ici les cellules gonadotropes. Ces sites d'initiation en effet définissent 
quel promoteur est utilisé dans tel ou tel tissu. 
L'identification du site d'initiation de la transcription d'Isl1 dans le contexte 
gonadotrope était un préalable nécessaire pour réaliser les constructions comportant le 
promoteur d'Isl1 ou des fragments de ce promoteur associés au gène rapporteur luciférase.  
 
 Détermination du site d’initiation de la transcription du gène Isl1  3.1
 
 Pour déterminer la position du site d’initiation de transcription du gène Isl1dans les 
cellules gonadotropes, nous avons mis en œuvre la technologie 5'RACE (Rapid amplification 
Transcription 
réverse 
Amorce 3' 
5'RACE CDS primer 
Oligo(dT) 
BD Smart II A 
oligonucleotide 
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 
Amplification 
5'universal primer 
(long) 
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
5'universal primer 
(short) 
CTAATACGACTCACTATAGGGC 
Amorce 31 ACAGATATGGGAGACATG 
Amorce 32 AGCTGTACGTGCTTTGTTAGG 
Amorce 33 AGTGCAGCATAGGCTTCAGCAAG 
Amplification 
"Nested" 
Nested universal 
primer A (NUP) 
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
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of cDNA ends). A cette fin, nous avons utilisé un kit commercial de chez Clontech qui met à 
profit l'activité terminale transférase des transcriptases réverse du MMLV. Outre leur activité 
transcriptase réverse, ces enzymes ajoutent à l'extrémité 3' de l'ADN simple brin transcrit trois 
à cinq dC. Ainsi, l'une des amorces 5' fournie dans ce kit commercial comporte une séquence 
spécifique se terminant à son extrémité 3' par un poly dG suffisant pour permettre 
l'hybridation avec l'extrémité poly(dC) des brins réverses néosynthétisés in vitro.  
Les cDNA ont été obtenus à partir d'ARN totaux extraits et purifiés de cellules T3-1, 
réverse transcrits en utilisant l'amorce 5'RACE CDS du kit contenant essentiellement un 
oligo(dT) permettant l'initiation de la synthèse réverse du premier brin à partir de la séquence 
poly(A) des ARNm. L'amorce 5' ci-dessus décrite est incluse dans la réaction, s'hybride aux 
extrémités poly(dC) des ADNs simple brin synthétisés et relance la transcription réverse, 
permettant ainsi l'inclusion d'une séquence spécifique "BD Smart" à l'extrémité 3' des 
premiers brins synthétisés. L'amplification est ensuite réalisée avec un mélange de deux 
amorces 5', longue et courte, et, dans 3 réactions séparées avec 3 différentes amorces 3' 
spécifiques du gène Isl1, la première recouvrant le codon ATG (amorce 31), la seconde 
s'hybridant dans l'exon 2 (amorce 32) et la troisième dans l'exon 3 (amorce 33). Une seconde 
réaction de PCR "semi-nested" a été le plus souvent effectuée en utilisant l'amorce NUP pour 
obtenir le produit final d'amplification. Les produits ont été déposés et analysés sur gel 
d'agarose. Seule l'amplification avec l'amorce 32 (Figure 8) a engendré un produit de PCR 
compatible avec la position présumée du site d'initiation d'Isl1. Les autres réactions ont soit 
échoué soit généré des produits de taille trop courte, finissant dans la séquence codante du 
gène, suggérant une dégradation des ARNm ou une réaction de réverse transcription avortée. 
La bande Nup/32 obtenue a été ensuite extraite et intégrée dans le plasmide pGEM®-T Easy. 
Après ligature dans le vecteur et transformation dans les cellules compétentes E. Coli DH5, 
les clones recombinants ont été criblés par PCR (Figure 8) et l'ADN plasmidique des clones 
positifs isolé et purifié. Le séquençage a permis de confirmer que le site d’initiation de 
transcription du gène Isl1 dans les cellules gonadotropes est identique à celui décrit dans 
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). Il se situe à 266 pb en amont de l’ATG. 
Les études in silico (Figure 9) du promoteur du gène réalisées avec le logiciel en ligne 
"CpG plot" (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/) ont permis de mettre en lumière la 
présence d’un ilot CpG d'une longueur de 572 pb (-423 pb à +147 pb) qui recouvre le site 
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d’initiation de transcription (CpG ratio observé/attendu > 0,60 ; %G+%C > 50 ; longueur > 
200 pb). Cet îlot CpG se situe donc dans une position tout à fait traditionnelle chez les gènes à 
îlot CpG, autour du site d'initiation de la transcription. Ces gènes à îlot CpG appartiennent 
classiquement à la catégorie des gènes de ménage (housekeeping genes), gènes d'expression 
ubiquiste. Cette classification est quelque peu remise en cause. En effet, on estime désormais 
que 70% des gènes présentent cette structure. L'appartenance d'Isl1 à cette classe n'en fait pas 
un gène d'expression ubiquiste comme nous pourrons le constater au sein des différentes 
lignées hypophysaires et non hypophysaires que nous avons analysées. 
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Figure 8 
Détermination du site d’initiation de la transcription du gène Isl1 
 
Le site d’initiation de transcription du gène Isl1 murin se trouve au sein du premier exon. Il est à 275 pb en 
amont de l’ATG. Les amorces utilisées pour la détermination du SST sont l’amorce 5’, au niveau du site 
d’initiation de transcription présumé, et trois amorces antisens : l’amorce 31 au niveau de l’ATG, l’amorce 32 se 
trouvant à la fin du deuxième exon et l’amorce 33 au début du troisième exon.  
Les cDNA obtenus à partir d’ARN totaux extraits et purifiés de cellules gonadotropes T3-1 ont été amplifiés 
par PCR. Le fragment de 446 pb compris entre les amorces 5’ et 32 a été utilisé pour déterminer la position du 
site d’initiation de transcription par séquençage.    
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Figure 9 
Ilot CpG au niveau du promoteur du gène ISL1 humain 
 
Les études in silico de la séquence du promoteur du gène ISL1 sur Ensembl avec le logiciel « CpG plot » ont 
permis de mettre en évidence un ilot CpG de longueur de 572 pb recouvrant le site d’initiation de transcription.  
 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000016082;r=5:50678921-50690564 ; 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/)   
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 Etude de l’activité du promoteur.  3.2
Avec pour objectif de définir la capacité du promoteur du gène Isl1 à diriger 
spécifiquement ou non l’expression du gène rapporteur dans la lignée hypophysaire T3-1 et 
LT2, nous avons obtenu de Sylvia M. Evans le promoteur d'Isl1 déjà inséré dans le plasmide 
pGL3 basic (Promega). Ce promoteur comporte -4674 pb en 5' et +222 pb en 3' du site 
d'initiation de la transcription en amont du gène Luciférase Firefly (Lin et al, 2007).  
Par ailleurs, différentes constructions présentant des délétions dans le promoteur ont 
été effectuées en mettant à profit les sites de reconnaissance pour des enzymes de restriction 
présents exclusivement dans la partie promotrice insérée dans le plasmide (cf. Matériels et 
méthodes).  
L’étude de l’expression du gène Isl1 a tout d’abord été réalisée par transfection 
transitoire sur les lignées cellulaires hypophysaires LT2 et T3-1, la lignée neuronale PC12, 
la lignée lactotrope GH3B6, la lignée corticotrope AtT20, la lignée hypothalamique GT1-7 et 
une lignée contrôle de cellules de hamster chinois, les CHO.  
 Activité ubiquiste du promoteur d'Isl1 dans différentes lignées 3.2.1
cellulaires 
Les expériences de transfections transitoires ont été effectuées sur les lignées 
cellulaires en utilisant les vecteurs luciférase comprenant soit le promoteur de 1.1 kb du 
Gnrhr, soit le promoteur de 5 kb d’Isl1. La construction comportant le promoteur du Gnrhr 
est utilisée ici comme un promoteur de référence capable de diriger spécifiquement 
l'expression du gène rapporteur dans les cellules gonadotropes. Le promoteur minimal du 
gène de la prolactine comporte les 35 pb de part et d'autre du site d'initiation de la 
transcription, notamment la boîte TATA. Il présente une activité minimale dans les cellules 
gonadotropes. Il constitue un contrôle négatif. L’activité luciférase a été mesurée 40 heures 
après la transfection. Les résultats sont présentés sur la Figure 10. 
D’un point de vue général, l’activité du promoteur de 5 kb d'Isl1 est élevée et plus 
importante que celle du promoteur du Gnrhr quelle que soient les lignées comparées. Comme 
attendu, celui-ci ne s'avère actif que dans les deux lignées gonadotropes LT2 et T3-1. Par 
ailleurs, l'activité du promoteur d'Isl1 est moins importante dans les cellules GH3B6 et LT2 
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comparée aux cellules T3-1, AtT20, GT1-7 et CHO. Ces résultats suggèrent plusieurs 
hypothèses : 1 - l'expression d'Isl1 est ubiquiste, 2 - l'ensemble des éléments présents dans les 
5 kb du promoteur sont insuffisants pour conférer une expression cellulaire spécifique, 3 - 
d'autres mécanismes, notamment de type épigénétique (modifications de l'ADN et/ou des 
histones), sont impliqués. Ces modifications épigénétiques par définition n'affectent pas les 
vecteurs en transfection transitoire. 
Pour confirmer ces données, nous avons testé plusieurs constructions présentant des 
promoteurs portant différentes délétions. De plus, des études de ChIP-on-Chip réalisées dans 
le cadre d'un autre projet du laboratoire portant sur le facteur forkhead FOXL2 nous ont 
conduits à tester l'implication éventuelle de ce facteur dans l'activité du promoteur d'Isl1 
(résultats non publiés). Dans ces approches de ChIP-on-Chip, la chromatine isolée de cellules 
gonadotropes T3-1 avait été immunoprécipitée par l'anticorps anti-FOXL2 puis analysée sur 
puce de promoteurs, révélant le promoteur d'Isl1 comme l'une des cibles principales de ce 
facteur de transcription. D'après ces analyses, FOXL2 se lie au sein d’une région s'étendant de 
-2270 pb à -985 pb qui présente des motifs spécifiques 5’-CTCAAGTCA-3’ à -2034 pb et 5’-
AGCTTGAC-3’ à -1841 pb susceptibles effectivement d'interagir avec FOXL2. En parallèle 
des approches par transfection transitoire, nous avons vérifié la présence in vivo de FOXL2 
dans les cellules gonadotropes hypophysaires.  
 Etude par immunohistochimie de la localisation de FOXL2 dans 3.2.2
l'hypophyse. 
Des expériences d'immunohistochimie réalisées sur des hypophyses adultes de souris 
de trois semaines ont permis de vérifier la localisation de FOXL2 dans les cellules 
gonadotropes et thyréotropes. A cette fin, l’anticorps anti-FOXL2 dilué au 1/300ème, 
l’anticorps anti-TSH au 1/500ème et l’anticorps anti-LH au 1/500ème ont été successivement 
ou en parallèle appliqués sur des coupes d'hypophyse. Les résultats montrent une co-
localisation entre FOXL2 et LH et entre FOXL2 et TSH. Par ailleurs, la posthypophyse est 
totalement négative (Figure 11a/b/c).  
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 Étude du promoteur du gène Isl1 par « délétion » de différents 3.2.3
fragments en présence ou en absence de FOXL2  
Les constructions luciférase comportant le promoteur d’Isl1 affectés de différentes 
délétions ont été co-transfectées avec les vecteurs d'expression de FOXL2, d'ISL1 ou le 
pcDNA3 (vecteur contrôle vide) dans les cellules gonadotropes T3-1. Les résultats obtenus 
montrent qu'aucun des deux vecteurs d'expression testés, seul ou en combinaison, n'affecte 
l'activité du promoteur d’Isl1, quelle que soit la délétion testée. Par contre, ces différentes 
délétions modulent l'activité du promoteur, suggérant l'existence d'éléments répresseurs. 
L'activité du promoteur de 5 kb est en effet clairement inférieure à celle du promoteur de 540 
pb. Ces résultats n'excluent pas que FOXL2 (ou ISL1) participe à la régulation de la 
transcription et au maintien de l’expression du gène Isl1 par liaison spécifique sur son 
promoteur en coopérant avec d'autres facteurs non identifiés qui seraient indispensables à la 
fonctionnalité de FOXL2. Les résultats sont représentés sur la Figure 12. 
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Figure 10 
Activité ubiquiste du promoteur d'Isl1 dans différentes lignées cellulaires 
 
Des plasmides contenant les promoteurs de 5 kb d’Isl1 et 1,1 kb du Gnrhr ont été transfectés transitoirement 
dans les cellules des lignées hypophysaires (T3-1, LT2, GH3B6, AtT20), hypothalamiques (GT1-7), neurales 
(PC12) et ovariennes (CHO) en culture. L’activité relative de la luciférase a été mesurée 40h après transfection 
dans chaque lignée.  
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Figure 11 
Etude par immunohistochimie de la localisation nucléaire de FOXL2 dans 
l‘adénohypophyse. 
 
A : colocalisation de FOXL2 (en vert), de LH (en rouge) et du DAPI (en bleu).  
 
B : colocalisation de FOXL2 (en vert), de TSH (en rouge) et du DAPI (en bleu).  
 
C : adénohypophyse et posthypophyse de souris âgée de trois semaines : FOXL2 en vert est 
localisé spécifiquement dans l’adénohypophyse et colocalisé avec LH.  
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Figure 12 
Étude du promoteur du gène Isl1 par « délétion » de différents fragments en présence ou en 
absence de FOXL2 dans les cellules gonadotropes T3-1. 
 
A : la séquence promotrice de 5 kb en amont du SST d’Isl1 a été utilisée pour réaliser différentes constructions. 
Cette séquence a été digérée par plusieurs enzymes de restriction (indiquées en orange : KpnI, SpeI, AflII, NdeI, 
EcoRI, BstXI et NheI). Ces constructions furent intégrées dans un plasmide pGL3-basic (Promega) puis 
transfectées transitoirement dans les cellules gonadotropes T3-1 en culture. Les différentes couleurs permettent 
de distinguer en bleu le promoteur d’Isl1, en vert la région mise en évidence par ChIP-on-chip dans laquelle se 
trouvent les motifs potentiels de liaison de Foxl2 (spécifiés par deux barres en noir), en violet l’ilot CpG de 572 
pb à cheval sur le site d’initiation de transcription (SST+1), en rose la séquence codant la luciférase Firefly (Luc 
+).   
 
B : Résultats de la transfection transitoires. L’activité luciférase a été mesurée 40h après co-transfection en 
présence ou non de FOXL2 et d’ISL1.   
 
 < 
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 Analyse de l'expression du gène endogène codant ISL1 3.3
Pour déterminer si le gène endogène codant ISL1 était exprimé de manière constitutive 
dans ces différentes lignées, nous avons mesuré les ARNm d'ISL1 par PCR quantitative 
(Figure 13a). S’ajoutent aux lignées testées en transfection transitoire, les lignées gonadique 
mLTC1 et rétinienne RGC5. Deux gènes de référence ont été utilisés : ceux de la 
cyclophilline et de l’hypoxanthine phosphoribosyltransférase (HPRT). Les résultats sont 
exprimés en calculant les moyennes des Cp normalisés, c'est-à-dire les Cp de sortie d’Isl1 
divisés par les Cp de sortie des gènes de référence, cyclophilline et HPRT. Concernant les 
cellules GH3, l'HPRT n'est pas un bon gène de référence puisque ces cellules ne l'expriment 
pas ou très peu (la moyenne des Cp est égale à 28.5 cycles dans les GH3 comparé à 23 cycles 
dans les autres lignées) en accord avec les données de la littérature (Melmed, 1982). Par 
contre, les Cp de sortie de la cyclophilline sont beaucoup plus homogènes, en moyenne à 18-
19 cycles. L’HPRT ne constitue pas dans ces expériences une référence adéquate. En 
revanche, le gène de la cyclophilline affiche un profil d’expression homogène et constitue 
donc une bonne référence. Si l'on compare les résultats rapportés à la cyclophilline, Isl1 est 
fortement exprimé dans les cellules LT2 et les GT1-7, plus faiblement dans les lignées T3-
1 et PC12. Dans les lignées GH3B6 et RGC5, Isl1 est peu exprimé et il est indétectable dans 
les lignées AtT20 et mLTC1. Il y a donc une forte inadéquation entre les résultats obtenus par 
transfection transitoire traduisant une activité ubiquiste du promoteur d'Isl1 et ceux obtenus 
par quantification des ARNm illustrant une expression plutôt spécifique du tissu, notamment 
au niveau hypophysaire : ISL1 étant absent dans les cellules de type corticotrope (AtT20), 
faiblement exprimé dans les cellules lacto-somatotropes et plus fortement exprimé dans les 
cellules gonadotropes (T3-1), notamment les plus différenciées (LT2). Ces données 
contrastent avec celles obtenues avec le gène du Gnrhr (Figure 13b). En effet, les niveaux 
d'ARNm du Gnrhr ne sont détectables que dans les cellules gonadotropes T3-1 et LT2, en 
adéquation avec les résultats de transfection transitoire. 
Pour confirmer ces résultats, les extraits nucléaires des lignées T3-1, AtT20, GH3B6, 
GT1-7, LT2 et PC12 ont été isolés et analysés par western blot (Figure 14) en utilisant un 
anticorps monoclonal dirigé contre ISL1 (anti-Isl1 39-4D5). Cet anticorps est produit par un 
hybridome sécréteur cultivé au laboratoire et obtenu auprès du Developmental Studies 
Hybridoma Tissue Bank (National Institute of Child Health and Human Development, 
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University of Iowa, Department of Biological Sciences). Ces données confirment 
partiellement les résultats obtenus par PCR quantitative. L’anticorps révèle dans cette 
expérience plusieurs espèces immunoréactives dont deux au moins pourraient correspondre 
aux isoformes d'ISL1, ISLl et ISL1 (Ando et al, 2003). La forme alpha de 39 K est la plus 
abondante. Nous pouvons remarquer l’absence de bande dans les extraits obtenus à partir des 
lignées cellulaires AtT20 et GH3B6 qui constituent donc de bons témoins négatifs, en accord 
avec les données obtenues par PCR quantitative. A partir des extraits provenant des autres 
lignées GT1-7, T3-1, LT2 et PC12, l'anticorps anti-ISL1 révèle les deux espèces 
moléculaires susceptibles de correspondre aux deux isoformes d'ISL1. Si ces résultats sont 
globalement cohérents avec ceux obtenus par PCR quantitative, ils diffèrent néanmoins par 
les niveaux relatifs de protéines (western blot) et d'ARNm (PCR) détectés. Outre des 
régulations post-traductionnelles, notamment des taux de dégradation différentielle dans les 
différentes lignées, la localisation intracellulaire des ARNm, majoritairement localisés dans le 
cytoplasme, et celle des protéines, essentiellement nucléaires, pourraient expliquer ces 
divergences. 
La confrontation des résultats des expériences de transfections transitoires avec celle 
de mesure des ARNm par PCR quantitative et des protéines par western blot permet déjà 
d'éliminer l'hypothèse d'une expression ubiquiste d'ISL1, notamment dans les lignées 
hypophysaires testées. L'hypothèse d'éléments régulateurs localisés à l'extérieur du promoteur 
de 5 kb fait l'objet d'un projet à part compte tenu de l'ampleur des technologies à mettre en 
œuvre, notamment la transgénèse transitoire et la mise au point de lignées gonadotropes T3-
1 et LT2 capable d'intégrer dans un site unique du génome murin le gène complet d'ISL1 
associé à un gène rapporteur luciférase. Nous nous sommes donc plus particulièrement 
intéressés aux modifications épigénétiques. 
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Figure 13 
Analyse de l’expression du gène endogène codant la protéine ISL1 et GnRHR par qPCR en 
temps réel. 
 
Mesures du taux d’ARNm relatif codé par Isl1 (A) et par Gnrhr (B) dans les lignées hypophysaires T3-1, LT2, 
GH3B6 et AtT20, dans la lignée hypothalamique GT1-7, dans la lignée neuronale PC12, dans la lignée 
gonadique mLTC1 et dans la lignée rétinienne RGC5. Ces mesures ont été normalisées : pour Isl1 (A) par 
rapport à la cyclophilline (en gris) et à l’Hprt (en noir) et pour Gnrhr (B) par rapport à la cyclophilline 
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Figure 14 
Étude par Western blot de la protéine ISL1 dans les lignées cellulaires 
 
Des extraits nucléaires des lignées hypophysaires T3-1, LT2, GH3B6 et AtT20, de la lignée hypothalamique 
GT1-7 et de la lignée neuronale PC12 ont été analysés par western blot en utilisant l’anticorps anti-Isl1 39-4D5. 
Après une exposition de 15 secondes, une bande dominante correspondant à l’isoforme Isl1 de poids 39 kDa et 
une bande plus faible correspondant à l’isoforme Isl1 sont révélées dans les cellules des lignées hypophysaires 
T3-1 et LT2 ainsi que dans les cellules de la lignée hypothalamique GT1-7 et de la lignée neuronale PC12. En 
revanche, ces deux bandes ne sont pas détectées dans les cellules des lignées hypophysaires GH3B6 et AtT20. 
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 Modifications épigénétiques d'Isl1 dans les différentes lignées 3.4
hypophysaires 
L’inactivation ou l’activation de la transcription d’Isl1 pourrait s’expliquer par une 
régulation épigénétique des histones et de l’ADN. Pour évaluer l'impact de ces éventuelles 
modifications, nous avons choisi de les comparer à celles observées sur les gènes marqueurs 
du lignage gonadotrope comme le Gnrhr, la Lh, et la Fsh, des lignages gonadotrope et 
thyréotrope comme la Cga et enfin des lignages lactotrope et corticotrope, respectivement la 
Prl et la Pomc. De plus, nous avons aussi analysé un gène d'expression ubiquiste, Hprt. Dans 
un premier temps, nous avons analysé et comparé la structure de ces différents promoteurs 
notamment leur richesse relative en G et C et l'abondance des sites potentiels de méthylation, 
les dinucléotides CpG.  
 Etudes comparées des promoteurs  3.4.1
Dans le cadre de cette étude, nous avons en premier lieu réalisé l'étude comparée de la 
structure des différents promoteurs des gènes à analyser : Isl1, Gnrhr, Lh, Fsh, Hprt et Cga, 
dans cinq lignées cellulaires : T3-1, LT2, GH3B6, GT1-7 et AtT20. L'étude des gènes Prl 
et Pomc a été circonscrite aux lignées GH3B6 et AtT20 (Figure 15). 
Ces promoteurs se classent en deux grands groupes : les promoteurs riches en G et C, 
et ceux riches en T et A. Les promoteurs d'Isl1, de Hprt et de Lh appartiennent à la première 
classe avec des pourcentages respectifs de 53,1%, 52,1% et 53,6% de G et C (Figure 15a). Ce 
pourcentage élevé de G et C dans le promoteur de Lh est inattendu et pourrait s'expliquer par 
la forte pression de sélection s'exerçant sur cette partie du gène qui, dans les gonades, est en 
grande partie codante (Zhang et al, 1995). Par ailleurs, l'ilot CpG de Hprt a été pris en compte 
soit 1000 pb environ en aval du site d'initiation de la transcription. Les gènes Gnrhr, Fsh, 
Cga et Prl ont des taux de T et A majoritaires, respectivement 62,5%, 61,7%, 59,1% et 
61,3%. Enfin, le promoteur de la Pomc s'avère équilibré avec un pourcentage quasi équivalent 
de chacune des bases (49,3 et 50,7%). Nous avons également dénombré le nombre de sites 
potentiels de méthylation, les CpG, et comparé cette fréquence à celle attendue d'après la 
composition en bases de la séquence elle-même ([f(C)xf(G)/2]). Deux classes de gènes à 
nouveau ressortent de cette comparaison, ceux dont le rapport CpG observés sur CpG 
attendus (O/E) est supérieur à 0,6 comprenant les promoteurs du Gnrhr, d'Isl1et d'Hprt, les 
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autres gènes ayant un rapport O/E inférieur à 0,6 (Fsh, Lh, Cga, Prl et Pomc) (Figure 15b). 
Seulement deux parmi ces gènes possèdent un îlot CpG, Isl1et Hprt, et 5 possèdent une boîte 
TATA, Fsh, Lh, Cga, Prl et Pomc. Le Gnrhr n'appartient ni à l'une ni à l'autre classe. 
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Figure 15 
Étude comparée des promoteurs des gènes Lh, Fsh, Cga, Gnrhr, Prl, POMC, Isl1 et Hprt. 
 
A : Fréquence (en pourcentage) de chaque base présente dans les 2kb en amont du site d’initiation des 
promoteurs de chaque gène. Pour le gène Hprt, cette fréquence a été calculée en prenant en compte le premier 
intron qui contient l’ilot CpG.   
 
B : Fréquence des CpG (rapport des CpG observés sur les CpG attendus) dans les 2kb en amont du site 
d’initiation des promoteurs de chaque gène. Pour le gène Hprt, cette fréquence a été calculée en tenant compte 
du premier intron. La ligne bleue correspond à la valeur de 0.6 qui est la limite inférieure de fréquence des CpG 
pour laquelle l’on définit la présence d’un ilot CpG.   
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 Modifications des histones 3.4.2
Nous avons recherché les corrélations entre l'expression de ces gènes, la structure de 
leur promoteur et des modifications des histones dans les lignées gonadotropes T3-1 et 
LT2, corticotrope AtT20, lacto-somatotrope GH3B6 ainsi que dans la lignée hypothalamique 
GT1-7. A cette fin, la chromatine de ces différentes lignées a été isolée après fixation in vivo 
par la formaldéhyde puis immunoprécipitée par différents anticorps capables de reconnaître 
les modifications de l'histone H3 suivantes : 
- Acétylation des Lys 9 et 14 
- Acétylation de la Lys 14 
- Triméthylation de la Lys 4 
- Triméthylation de la Lys 27 
L'anticorps anti-polymérase II phosphorylé sur la Ser5 a été utilisé comme contrôle 
théoriquement positif de la transcription du gène. Le bruit de fond (ou contrôle négatif) est 
déterminé en absence d'anticorps tandis que la référence positive est obtenue par amplification 
de l'ADN isolé de la chromatine avant immunoprécipitation (apport total, input ou 100%). 
Nous avons dans un premier temps procédé à l'analyse semi-quantitative des ADN 
obtenus par immunoprécipitation de la chromatine. A cette fin, les ADN ont été amplifiés par 
PCR classique en prélevant des échantillons en cours d'amplification, en général à 4 cycles 
d'intervalle, à 30, 34 et 38 cycles. Cette approche nous a permis d'évaluer aussi la qualité des 
immunoprécipitations dont certaines ont été ensuite analysées par PCR quantitative en temps 
réel.  
3.4.2.1 EAC%FEDDBBEEFEAB	
Globalement, nous avons pu observer que les modifications de la Lys 4 et de la Lys 27 
par triméthylation (respectivement K4Me3 et K27Me3) étaient sans conteste les plus 
révélatrices et les mieux corrélées à l'état d'activité des gènes analysés. Sur ces bases, nous 
avons considéré préférentiellement le rapport K4Me3/K27Me3. Lorsque celui-ci est 
largement supérieur à 1, le gène se révèle actif et se situe dans un environnement 
chromatinien ouvert. S'il est inférieur à 1, le gène se localise dans un environnement 
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chromatinien fermé. Nous avons ensuite tenté d'évaluer l'importance des autres modifications 
et du recrutement de la RNA Pol II au site d'initiation. 
+-#
L'analyse des marques de modifications sur le gène Hprt (Figure 16), gène 
d'expression ubiquiste, révèle le recrutement de la marque K4Me3 (triméthylation sur la 
lysine 4, marque d'activité, chromatine ouverte) dans toutes les lignées, à l'exception de la 
lignée GH3 lacto-somatotrope où, exceptionnellement, ce gène est connu pour y être réprimé 
(Melmed, 1982). Dans ce cas précis, c'est la marque K27Me3 (triméthylation de la Lys 27, 
marque d'inactivité, chromatine fermée) qui prédomine. La présence de la RNA Pol II est 
également clairement recrutée lorsque K4Me3 est présente s’accompagnant de la présence 
assez variable des histones portant les acétylations sur les lysines 9 et 14. Dans les cellules 
GH3B6, les marques d'acétylation ne sont pas détectées, ni par PCR quantitative, ni par PCR 
semi-quantitative. 
+#!
Le gène Prl (Figure 17) est exprimé dans la lignée lacto-somatotrope GH3B6 et la 
Pomc (Figure 18) dans la lignée corticotrope AtT20. Ces deux gènes portent la marque 
d'activité K4Me3 dans leurs lignées respectives, nettement détectées au cycle 34. Egalement 
présente la RNA Pol II, confirmant la corrélation entre activité transcriptionnelle, et présence 
de la RNA Pol II avec la marque K4Me3 sur de ces deux gènes dans les deux lignées. Les 
résultats en PCR quantitative confirment ces observations, illustrant un rapport 
K4Me3/K27Me3 nettement supérieur à 1. Les marques d'acétylation K14 et K9 sont 
également recrutées. 
En conclusion, l'analyse des marques de modification de ces trois gènes illustrent 
clairement que l'activité transcriptionnelle s'accompagne de la présence prédominante 
d'histone portant une Lys4 triméthylée (K4Me3) avec un rapport K4Me3/K27Me3 
nettement supérieur à 1, témoin d'une structure chromatinienne ouverte et favorisant la 
transcription. Le gène Hprt, dont la structure du promoteur est différente de celle de Prl 
et Pomc, obéit aux mêmes règles, suggérant que les modifications d'histones sont 
indépendantes de la structure du promoteur. 
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Figure 16  
Analyse des marques de modification des histones sur le gène Hprt  
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromatines 
immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignées indiquées.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel dans chaque lignée.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes. 
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Figure 17 
Analyse des marques de modification des histones sur le gène Prl dans la lignée lacto-
somatotrope GH3B6 
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. La chromatine 
immunoprécipitée a été isolée de la lignée lacto-somatotrope GH3B6.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel réalisée sur les mêmes échantillons.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes. 
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Figure 18  
 Analyse des marques de modification des histones sur le gène POMC dans la lignée corticotrope 
AtT20 
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. La chromatine 
immunoprécipitée a été isolée de la lignée corticotrope AtT20.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel réalisée sur les mêmes échantillons.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes 
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3.4.2.2 EAC%FE	BEBCCEB)	AECCCDCFEAB	
Concernant Isl1 (Figure 19), il est clair que le rapport K4Me3/K27Me3 est largement 
supérieur à 1 dans les lignées hypophysaires T3-1, LT2 et dans la lignée hypothalamique 
GT1-7 où ce gène est exprimé comme le démontrent les résultats concordants obtenus en 
transfection transitoire et en PCR quantitative. La RNA polymérase II (RNA Pol II) sous sa 
forme phosphorylée sur la Ser5 dans ces mêmes lignées constitue un témoin de l'activité 
transcriptionnelle d'Isl1. Les histones modifiées par acétylation sur les lysines 14 et 9 ou 
seulement 14 sont aussi recrutées. En revanche, dans la lignée lacto-somatotrope GH3B6 et la 
lignée corticotrope AtT20, le rapport K4Me3/K27Me3 est inférieur à 1 et corrélé avec le 
niveau faible ou non détecté des ARN messagers de Isl1 dans ces deux lignées. La RNA Pol 
II n’est pas non plus détectée dans la lignée GH3B6 indiquant que le gène d'Isl1 est inactif 
dans ces cellules. Par contre, dans la lignée AtT20, la RNA Pol II est nettement recrutée sur le 
promoteur d'Isl1. Compte tenu de la présence de K27Me3 sur ce même promoteur et de 
l'absence d'ARN messager de Isl1 dans ces cellules, il est probable que la RNA Pol II est en 
"pause", non active, au site d'initiation de la transcription ou à proximité (Cheng et Sharp, 
2003). De façon assez inattendue, les marques d'acétylation sur les lysines 9 et 14 sont 
présentes quel que soit l'état d'activité du gène.  
Concernant le Gnrhr (Figure 20), on observe à nouveau une bonne corrélation entre le 
rapport K4Me3/K27Me3 largement supérieur à 1, la présence de la RNA Pol II et l'expression 
du gène dans les deux lignées gonadotropes T3-1 et LT2. Les marques d'acétylation sont 
également présentes. Dans les lignées cellulaires GH3B6 et AtT20, l'absence d'expression du 
gène est à nouveau corrélée avec un rapport K4Me3/K27Me3 largement en faveur de 
K27Me3 avec des marques d'acétylation présentes à des niveaux très variables : non détectés 
dans les cellules lacto-somatotropes, élevés dans les cellules corticotropes. Le Gnrhr semble 
être, tout comme le gène Isl1, dans un environnement chromatinien ouvert dans les lignées 
gonadotropes mais pas dans les lignées corticotrope et lacto-somatotrope. Enfin, le cas des 
cellules GT1-7 est tout à fait particulier puisqu'en l'absence d'expression du gène - le 
promoteur du Gnrhr est inactif en transfection transitoire et on ne détecte pas d'ARN 
messagers par PCR quantitative - K4Me3 et K27Me3 sont soit indétectables (PCR 
quantitative) soit très faiblement recrutées (PCR semi-quantitative, cycle 34) dans un rapport 
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proche de 1, comme en état d'équilibre entre activité et inactivité. La RNA Pol II n'est pas 
détectée, suggérant que le gène du récepteur est inactif dans cette lignée, comme attendu. 
Pour conclure sur ces deux gènes, Isl1 et Gnrhr portent les mêmes marques 
épigénétiques en fonction de l'expression des gènes dans les différentes lignées testées. 
Malgré des promoteurs aux structures différentes, notamment leur richesse respective 
en C et G, les modifications des histones sont les mêmes, apportant ainsi un début 
d'explication à la régulation transcriptionnelle d'Isl1 qui s'effectuerait via une 
conformation chromatinienne ouverte ou fermée (rapport K4Me3/K27Me3), régulant 
l'accès du promoteur aux facteurs de transcription. Le recrutement de la RNA Pol II 
phosphorylée n'apparaît pas systématiquement corrélé à une transcription active au 
moins dans le cas d'Isl1. Enfin les marques d'acétylation, à nouveau, et de manière assez 
surprenante, sont peu corrélées à l'état d'activité de ces deux gènes. 
L'analyse des trois autres gènes exprimés dans les cellules gonadotropes adultes, Lh, 
Fsh et Cga pouvait être particulièrement informative dans la mesure où les deux lignées 
gonadotropes se situent à un stade de développement différent, plutôt immature dans le cas de 
la lignée T3-1 qui n'exprime que le Gnrhr et Cga et plus différencié dans le cas des cellules 
LT2 qui expriment les quatre gènes. 
D)E
Le gène Cga (Figure 21) code pour la sous-unité commune aux hormones TSH, 
produite par les cellules thyréotropes, et LH et FSH produites par les cellules gonadotropes. 
Les cellules T3-1 et LT2 expriment toutes deux à un niveau élevé la CGA. Ceci est 
parfaitement corrélé avec la présence de K4Me3 et de la RNA Pol II. Dans les cellules 
GH3B6 la RNA Pol II est décelée, conjointement avec K27Me3 et les marques d'acétylation 
si l'on considère à la fois les données de PCR semi-quantitative et quantitative. Dans les 
cellules GT1-7, aucune marque n'est détectée et la RNA Pol II est absente. Enfin, seule la 
RNA Pol II et la marque d'acétylation sur la Lys 14 sont détectées dans les cellules AtT20.  
D)+.
Dans les lignées non gonadotropes (Figure 22), GH3B6 et AtT20, le rapport 
K4Me3/K27Me3 est respectivement nettement inférieur à 1 et proche de 1 avec des niveaux 
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respectifs de K4Me3 et K27Me3 très faibles. Dans les deux lignées, on détecte la RNA Pol II. 
Dans les cellules GT1-7, analysés seulement en PCR semi-quantitative, les marques K4Me3 
et K27Me3 sont à nouveaux faiblement recrutées dans un rapport proche de 1 tandis que la 
RNA Pol II n'est pas significativement recrutée. Enfin dans ces trois lignées, les marques 
d'acétylation sur la Lys14 sont très nettement présentes.  
Dans les 2 lignées gonadotropes la RNA Pol II est présente mais les marques d'activité 
et d'inactivité sont différemment recrutées. K27Me3 est prédominante dans la lignée T3-1 où 
Lh n'est pas exprimé. Dans la lignée LT2 ou Lh s'exprime, K4Me3 semble légèrement 
prédominante, les deux marques étant présentes à un niveau faible (en PCR quantitative). A 
nouveau, les marques d'acétylation semblent manifestes et non corrélées à l'activité du gène. 
D)/.
Dans les lignées non gonadotropes, les marques d'activité et d'inactivité sont réparties 
sur Fsh (Figure 23) de manière très semblable à Lh 
Dans les lignées gonadotropes la situation est différente. Comme précisé plus haut, ce 
gène n'est pas exprimé dans les cellules T3-1 et on retrouve un rapport K4Me3/K27Me3 
inférieur à 1. Dans les cellules LT2 où ce gène s'exprime à très faible niveau et sous 
traitement par l'activine, les marques K4Me3 et K27Me3 sont soit indétectables (PCR semi-
quantitative) soit très faibles avec une prédominance de la marque K27Me3. La RNA Pol II 
est recrutée sur le gène dans les deux lignées. Concernant la Lh et la Fsh dans les cellules 
LT2, gènes faiblement ou très faiblement exprimés dans ces cellules, l'environnement 
chromatinien semble mal défini, ni clairement ouvert puisque la marque K4Me3 est 
respectivement soit faiblement représentée soit indétectable, ni clairement fermé puisque la 
marque K27Me3 est respectivement soit proche du niveau de K4Me3 soit simplement 
faiblement représentée. Au contraire, Cga arbore les marques d'un environnement 
chromatinien clairement actif. On peut émettre l'hypothèse que Fsh se situerait dans un 
environnement chromatinien intermédiaire en cours d'ouverture, Lh dans un environnement 
plus ouvert et Cga dans un environnement ouvert. 
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Plus généralement, l'analyse de ces trois gènes confirme que : 
1 – les marques d'acétylation testées ne sont pas corrélées de manière évidente à 
l'activité des gènes 
2 – la présence de la RNA Pol II n'est pas révélatrice d'un état transcriptionnel 
actif 
3 – le rapport K4Me3/K27Me3 inférieur ou proche de 1 est caractéristique d'un 
état transcriptionnel inactif résultant d'un environnement chromatinien fermé, la 
réciproque étant également vraie 
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Figure 19  
Analyse des marques de modification des histones sur le gène Isl1  
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromatines 
immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignées indiquées.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel dans chaque lignée.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes 
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Figure 20 
Analyse des marques de modification des histones sur le gène Gnrhr  
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromatines 
immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignées indiquées.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel dans chaque lignée.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes 
 
197 
 
 
< 
, 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 
Analyse des marques de modification des histones sur le gène Gsu  
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromatines 
immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignées indiquées.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel dans chaque lignée.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes 
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Figure 22  
Analyse des marques de modification des histones sur le gène Lh  
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromatines 
immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignées indiquées.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel dans chaque lignée.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes  
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Figure 23  
Analyse des marques de modification des histones sur le gène Fsh  
 
A : PCR semi-quantitative à 30 cycles, 34 cycles et à 38 cycles en utilisant comme matrice les ADN isolés à 
partir de la chromatine immunoprécipitée par différents anticorps : cô, pas d’anticorps, pol II, anticorps anti 
polymérase II (phosphorylée en S5), Ac, anti-histone H3 acétylée en K9 & K14, Ac14, anti-histone H3 acétylée 
en K14, K4, anti-histone H3 triméthylée sur K4, K27, anti-histone H3 triméthylée sur K27. Les chromatines 
immunoprécipitées ont été isolées des 5 lignées indiquées.  
 
B : Mesure de l’intensité de fluorescence (en pourcentage) à l’aide du logiciel Image J des fragments d’ADN 
amplifiés par PCR semi-quantitative dans chaque lignée. Le gradient de couleur est proportionnel à l’intensité de 
fluorescence, s’étageant du jaune clair pour les faibles intensités au vert foncé pour les plus fortes. 
 
C : PCR quantitative en temps réel dans chaque lignée.  
Les amorces utilisées en PCR quantitative et semi-quantitative sont identiques et situées à proximité du site 
d’initiation de la transcription. Les séquences sont précisées dans le chapitre Matériels et Méthodes 
 
< 
, 
200 
 
 
 Analyse de l’état de méthylation dans les différentes lignées  3.4.3
Pour analyser l’état de la méthylation du promoteur d'Isl1 dans les lignées cellulaires 
nous avons choisi une méthode simple de criblage rapide par amplification de l’ADN 
génomique coupé ou non par des enzymes de restriction. Cette première approche sera suivie 
d'une caractérisation de l'état de méthylation de chaque dinucléotide CpG par traitement de 
l’ADN au bisulfite de sodium et séquençage. Cette approche n'a pu encore être finalisée et les 
résultats exposés se limiteront à ceux obtenus via la première méthodologie.  
Afin d’étudier les sites de méthylation possible au niveau du promoteur du gène Isl1 
en amont du site d'initiation de la transcription, nous avons extrait les ADN génomiques des 
lignées cellulaires T3-1, AtT20, GH3B6, GT1-7 et LT2. Ces ADN ont été ensuite digérés 
avec les enzymes de restriction HpaII et MspI. Ces enzymes reconnaissent la même séquence 
tetranucléotidique intégrant un CpG. L’activité de ces isoschisomères est dépendante de la 
méthylation du dinucléotide CpG central. MspI coupe l’ADN méthylé et non méthylé sur la 
deuxième cytosine du motif CCGG. C’est le contrôle négatif de notre étude qui doit prévenir 
toute amplification lors de la PCR. HpaII, à l'inverse, ne digère pas l’ADN lorsque la 
deuxième cytosine est méthylée engendrant un fragment amplifié. Les actions respectives de 
ces enzymes sont illustrées sur le schéma ci-dessous.  
 MspI  HpaII 
CCGG        CCGG 
MspI         HpaII 
CCGG       CCGG 
 
 L'analyse in silico des 5000 pb du promoteur d'Isl1 de souris et de rat en amont du site 
d'initiation de la transcription nous ont permis de dessiner les amorces figurant dans le tableau 
ci-contre et permettant de délimiter trois régions sur le promoteur de souris (toutes les lignées 
CH3 
Pas 
d'amplification 
Pas 
d'amplification 
Amplification 
CH3 
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exceptée la lignée GH3B6 sont des lignées murines) et trois sur le promoteur de rat (les 
cellules GH3B6 dérivent du rat) (Figures 24) à amplifier par PCR.  
IslCm25 5’-gctgaacccttctacgattc-3’ IslCm23 5’-catgtctgtctatggatctgt-3’ 
IslCm35 5’-acagatccatagacagacatg-3’ IslCm33 5’-ccgcggaccttgggctgcgct-3’ 
IslCm45 5’-agcgcagcccaaggtccgcgg-3’ IslCm43 5’-ctcttccttatctcttactc-3’ 
   Tableau des amorces du promoteur du gène Isl1 de souris.  
RislCm25 5’-catgcccatgtacaag-3’ RislCm23 5’-gaaatgtagaaggcttcaac-3’ 
RislCm35 5’-acagcagacctcacaggt-3’ RislCm33 5’-gctccaggaaaaggtggaggg-3’ 
RislCm45 5’-ccctccaccttttcctggagc-3‘ RislCm43 5’-taagagggagtaatgtccacagtga-3’ 
Tableau des amorces du promoteur du gène Isl1 de rat. 
Chez la souris, le fragment Islcm25/Islcm23 de 461 pb contient 7 CpG, sites potentiels 
de méthylation, dont deux (29%) sont situés dans un motif HpaII/MspI. Le fragment 
Islcm35/Islcm33 de 642 pb contient 34 CpG dont à nouveau deux (6%) seulement sont 
localisés dans des sites HpaII/MspI et enfin le fragment Islcm45/Islcm43 de 358 pb contient 
47 CpG (îlot CpG) dont 5 (11%) sont situés dans des sites HpaII/MspI. Ce dernier fragment 
englobe l’ilot CpG et le site d'initiation de la transcription. Les amorces de rat sont destinées à 
étudier l’état de la méthylation d'Isl1 dans les cellules GH3B6. La taille du fragment 
Rislcm25/23 est de 534 pb avec 2 sites HpaII/MspI, celle du fragment Rislcm35/33 de 470 pb 
avec 3 sites HpaII/MspI et le fragment qui contient l’ilot CpG et le site d'initiation de la 
transcription de 663 pb avec 8 sites HpaII/MspI.  
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Figure 24 
Étude in sillico des sites CpG du gène Isl1 chez la souris 
Le promoteur du gène d’Isl1 de souris (-1450/+1 pb) et une partie de l’exon1 sont représentés sous forme d’une 
barre colorée illustrant le taux de G + C (ex : zones rouges 0%, zones vertes 50%, zones violettes 100%, cf 
légende des couleurs). Au-dessus de cette barre, en arrière-plan, la fréquence des dinucléotides CpG est 
représentée par l’histogramme dessiné en bleu. Parmi ces dinucléotides, certains se situent dans un motif 
5’CCGG 3’ reconnu par HpaII et son isoschisomère MspI (sites marqués HpaII sur la figure). Les 3 couples 
d’amorces utilisées (IslCM25 – 23, IslCM35 – 33 et IslCM45 – 43) pour amplifier l’ADN génomique après 
digestion enzymatique encadrent chacun un groupe de sites HpaII/MspI. Si l’un des sites du groupe comporte un 
CpG non méthylé, le traitement par HpaII induit une coupure double brin de l’ADN et, consécutivement, une 
absence de l’amplification par l’ADN polymérase. La position des amorces ainsi que celle des sites HpaII/MspI 
sont indiquées par rapport au site d’initiation de transcription (SST+1). L’ilot CpG est également indiqué (-
420/+150). 
(http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?g=ENSMUSG00000042258;r=13:116298281-
116309688 ; http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/ ; http://www.acaclone.com/). 
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Les résultats des expériences de PCR sur les ADN génomiques après digestion par 
HpaII et MspI sont présentés sur les Figures 25 et 26. Dans la lignée hypophysaire 
gonadotrope LT2 de souris, le fragment Islcm25/23 est amplifié à partir de l'ADN 
génomique non digéré (Cô) ainsi qu'à partir de l’ADN digéré par HpaII. Néanmoins, 
l'intensité de fluorescence du fragment HpaII est plus faible suggérant que le ou les 2 sites 
HpaII localisés dans ce fragment d'ADN sont partiellement méthylés, ne protégeant qu'en 
partie l'ADN de la digestion par HpaII. La digestion par MspI s'avère complète, prévenant 
toute amplification, comme attendu. Les fragments Islcm35/33 et Islcm45/43 ne sont pas 
amplifiés lorsque l’on digère l’ADN avec HpaII alors que l'ADN génomique est correctement 
amplifié. Les dinucléotides CpG situés sur les 7 sites HpaII localisés entre -956 et +23 ne sont 
donc pas méthylés. Une bande de faible intensité est visible après digestion de l'ADN par 
Msp1 et amplification du fragment Islcm35/33 suggérant une digestion incomplète.  
La même analyse menée sur l'ADN extrait de la lignée hypophysaire gonadotrope 
T3-1 de souris conduit à une conclusion identique, avec méthylation partielle de la région 
située en amont de -956 et l'absence de méthylation en aval, au moins pour les dinucléotides 
localisés dans les motifs CCGG. A nouveau une digestion incomplète de l'ADN par Msp1 est 
détectée après amplification du fragment Islcm25/23.  
Après analyse sur gel des digestions par HpaII de l’ADN génomique des cellules de la 
lignée GT1-7 on observe un profil similaire à celui obtenu avec les cellules T3-1 et LT2. 
Après amplification par les amorces Islcm25/23 de l'ADN digéré par HpaII, on détecte un 
fragment dont l'intensité de fluorescence est plus faible que celle observée avec l'ADN 
génomique non digéré, suggérant la méthylation partielle des deux sites HpaII concernés 
situés à -1288 et -1191. Une bande de la même intensité est obtenue lorsque l’ADN est digéré 
par MspI, suggérant à nouveau une digestion incomplète de l'ADN. En revanche, aucune 
bande n’est détectée après amplification par les couples d'amorces Islcm35/33 et Islcm45/43 
confirmant que la région du promoteur s'étendant de -956 à +23 et englobant l'îlot CpG est 
hypométhylée dans les lignées exprimant Isl1.  
Concernant les cellules corticotropes AtT20 qui n'expriment pas Isl1, on observe un 
fragment de forte intensité après amplification par les couples d'amorces Islcm25/23 et 
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Islcm35/33 de l’ADN génomique digéré avec HpaII. En revanche, aucune amplification n’est 
détectée avec le couple Islcm45/43. Ces données suggèrent que le promoteur est 
hyperméthylé entre -1396 et -414 (site HpaII) et hypométhylé plus en aval, notamment au 
niveau de l'îlot CpG. 
Enfin, concernant les cellules GH3B6, lignées lacto-somatotropes de rat, les amorces 
spécifiquement dessinées pour le gène de rat respectent approximativement les mêmes 
localisations que les amorces spécifiques de la souris. Les fragments Rislcm25/23, 
Rislcm35/33 et Rislcm45/43 amplifient respectivement des fragments de 468 pb (entre -1900 
et -1433), 425 pb (entre -866 et -442) et 656 pb (entre -422 et +233) contenant 2, 3 et 8 sites 
HpaII/MspI. Après digestion par HpaII de l'ADN génomique, quel que soit le couple 
d'amorces utilisé, des fragments de forte intensité sont visibles sur gel, de tailles équivalentes 
à celles attendues en fonction des amorces. Des bandes de faible intensité sont détectées après 
amplification avec les couples Rislcm25/23 et Rislcm35/33 de l’ADN digéré par MspI 
suggérant une digestion incomplète de l'ADN. Ces données suggèrent que le promoteur de rat 
serait hyperméthylé non seulement dans sa région distale, comme dans les cellules 
corticotropes, mais également dans sa région plus proximale qui inclut l'îlot CpG. 
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Figure 25 
Étude de la méthylation du promoteur d’Isl1 par digestion enzymatique HpaII et MspI des ADN 
génomiques des lignées LT2, T3-1 et GT1-7. 
 
Les ADN génomiques des lignées LT2, T3-1 et GT1-7 ont été extraits et digérés par les enzymes HpaII et 
MspI. L’ADN digéré a été ensuite utilisé comme matrice dans plusieurs réactions d’amplification sur 30 cycles 
avec les différentes amorces illustrées sur la Figure 24. Le profil de migration sur gel d’agarose des ADN intacts 
et digérés par HpaII ou MspI sont illustrés sur les panneaux de gauche. L’analyse sur gel d’agarose des produits 
des PCRs obtenus à partir de ces ADN sont illustrés sur les panneaux de droite, les marqueurs de taille étant 
figurés à gauche de chaque gel 
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Figure 26 
Étude de la méthylation du promoteur d’Isl1 par digestion enzymatique HpaII et MspI des ADN 
génomiques des lignées AtT20 et GH3B6 
 
Les ADN génomiques des lignées AtT20 et GH3B6 ont été extraits et digérés par les enzymes HpaII et MspI. 
Une PCR de 30 cycles avec les différentes amorces déterminées sur la Figure 24 a suivi la digestion. Les 
produits des PCR ont migrés sur gel puis révélés. Le bon fonctionnement des digestions est vérifié par migration 
sur gel avant de procéder aux PCR (gels à gauche des PCR dans chaque lignée). Le marqueur de taille utilisé est 
le DNA 1 kb de Promega. 
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Figure 27  
Profils de méthylation du promoteur d’Isl1 dans les différentes lignées analysées. 
 
A – Schéma du promoteur d’Isl1 illustrant différents aspects relatifs à l’état de méthylation (cf figure 24). 
 
 B – Comparaison des profils de méthylation du promoteur d’Isl1 dans les différentes lignées. Les dinucléotides 
analysés sont illustrés par des boules de différentes couleurs correspondant à l’état de méthylation : vertes, non 
méthylées ; jaunes, partiellement méthylées ; rouges, méthylées. La position des dinucléotides CpG dans les 
lignées murines sont indiqués en tête de chaque colonne. Les sites conservés chez le rat (lignée GH3B6) sont 
illustrés par des boules placées dans les colonnes correspondant aux sites identifiés dans les lignées murines, les 
boules supplémentaires hors colonnes correspondant aux sites additionnels HpaII analysés et présents 
exclusivement dans le promoteur de rat. Les deux lignées AtT20 et GH3B6 qui n’expriment pas Isl1 arborent 
toutes deux des dinucléotides CpG méthylés en amont de l’ilot CpG (-414 à -1288), caractéristique commune qui 
pourrait être liée à la répression du gène dans ces lignées. La méthylation de l’ilot CpG dans les cellules GH3B6 
traduirait plutôt le caractère tumoral de ces cellules    
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 Discussion et conclusions 4
Au cours de ce travail, nous avons analysé divers modes de régulations géniques et 
épigénétiques d'Isl1 à travers l'analyse de différentes lignées cellulaires représentatives des 
lignages hypophysaires. Nous avons ainsi montré que, quelle que soit la lignée, le promoteur 
d'Isl1, en transfection transitoire et donc en dehors de son contexte chromatinien, est très actif 
et capable de diriger l'expression du gène rapporteur luciférase. En revanche, l'expression du 
gène endogène, estimé par la mesure des ARNm, est restreinte à certaines de ces lignées, 
notamment les cellules représentatives du lignage gonadotrope, les cellules T3-1 et LT2. 
Les cellules du lignage lacto-somatotrope et corticotrope n'expriment pas Isl1. Ceci s'avère 
également vrai pour des lignées non hypophysaires. L'activité du promoteur en dehors de son 
contexte chromatinien, testée par transfection transitoire, est toujours élevée alors que 
l'expression du gène endogène est clairement restreinte à un petit nombre de lignées, en 
l'occurrence dans notre étude la lignée neuronale hypothalamique GT1-7. L'activité du 
promoteur d'Isl1 est probablement régulée par des facteurs de transcription ubiquistes, 
présents dans toutes les lignées cellulaires testées. L'activité du promoteur du gène endogène 
serait régulée par la structure chromatinienne, qui, selon les lignées, serait ouverte ou fermée, 
permettant ou non l'accès de ces facteurs de transcription à leur(s) élément(s) cis-activateur(s). 
C'est l'hypothèse la plus vraisemblable d'après les marques de modification des histones et les 
profils de méthylation de l'ADN que nous avons analysés. 
 
 L'activité du promoteur d'Isl1 est sous la dépendance de facteurs 4.1
de transcription 
L'analyse in silico de la séquence promotrice d'Isl1 révèle la présence de plusieurs 
sites SP1 (35 dans les 3000 pb analysées) et trois sites Egr1 comportant chacun 1 
mésappariement. Ces facteurs sont largement répandus dans la plupart des tissus et pourraient 
éventuellement participer à l'activation du promoteur transfecté dans les lignées cellulaires 
testées au cours de cette étude. 
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Par ailleurs, les expériences de ChIP-on-chip réalisées précédemment au laboratoire à 
partir de chromatine extraite de cellules gonadotropes (T3-1) et immunoprécipitée avec un 
anticorps anti-FOXL2 ont mis en évidence que le promoteur du gène Isl1 constituait l'une des 
cibles majoritaires de ce facteur de transcription. FOXL2 se fixerait au sein d’une région 
s'étendant de -2270 pb à -985 pb. L'analyse de cette région révèle effectivement des motifs 
spécifiques 5’-CTCAAGTC-3’ (-2022/-2015) et 5’-AGCTTGAC-3’ (-1829/-1822) 
susceptibles de lier FOXL2. Néanmoins, les expériences de co-transfection réalisées avec un 
vecteur d'expression de FOXL2 et le promoteur complet ou tronqué d'Isl1 n'ont pas permis de 
mettre en évidence un quelconque effet de FOXL2 sur l'activité du promoteur. Il est possible 
que la capacité transactivatrice de FOXL2 requiert la présence d'un ou de plusieurs autres 
partenaires. Dans le cadre d'une telle hypothèse, FOXL2 est loin d'être présent dans la plupart 
des tissus et, en tout état de cause, ne pourrait à lui seul rendre compte de l'activité ubiquiste 
du promoteur Isl1 transfecté. 
Au cours du développement hypophysaire, l'expression d'Isl1 est induite à E8.5 par 
BMP4 en provenance du diencéphale puis, un peu plus tard, vers E10.5, maintenue dans la 
partie ventrale de l'hypophyse par BMP2 sécrétée par le mésenchyme juxtapituitaire. Dans les 
deux cas, ce sont les récepteurs des BMP qui sont donc impliqués. La signalisation 
intracellulaire de ces récepteurs à activité tyrosine kinase implique à la fois une voie 
engendrant l'activation des facteurs de transcription SMAD et des voies indépendantes des 
facteurs SMAD telle les voies des MAPK, c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38 mitogen-
activated protein kinases, AKT/PKB, petites GTPases et autres (Horbelt et al, 2012). Ces 
facteurs SMAD comme les facteurs de transcription stimulés par les autres voies de 
transduction sont donc susceptibles d'activer le promoteur d'Isl1. 
Les études déjà effectuées sur la régulation d'Isl1 dans d'autres tissus que l'hypophyse 
peuvent s'avérer également très instructives. Elles sont de deux types : celles qui portent sur le 
promoteur de 5kb que nous avons nous-mêmes analysé et celles, peut-être plus ambitieuses, 
qui portent sur l'identification d'éléments régulateurs dans l'ensemble du locus d'Isl1, en aval 
comme en amont et dans le corps du gène lui-même.  
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 Eléments régulateurs présents sur le promoteur d'Isl1 de 5kb 4.1.1
La première approche a ainsi permis d'identifier un élément de réponse à LEF1 (-
2699/2693 - ACAAAGG), l'un des facteurs de transcription ultime de la voie Wnt/-caténine. 
Cet élément de réponse participerait à l'activation d'Isl1 dans les progéniteurs cardiaques au 
cours du développement via le complexe LEF1/-caténine. Celle-ci est effectivement détectée 
par immunoprécipitation de chromatine et sa forme activée capable de stimuler l'activité du 
promoteur d'Isl1 (Lin et al, 2007). Les auteurs montrent en outre que l'inactivation ciblée de la 
-caténine dans ces progéniteurs cardiaques exprimant ISL1 se traduit par une forte 
diminution de l'expression d'ISL1 dès E8.0 et devient létale dès E10. L'analyse des embryons 
révèlent de sévères anomalies de développement du myocarde touchant les structures dérivées 
du second (ou antérieur) champ cardiaque : absence des voies efférentes, du ventricule droit et 
hypoplasie du tissu atrial (oreillettes).  
OCT1 constitue également l'un des facteurs capable de moduler l'expression d'Isl1 en 
interagissant avec un élément de réponse de séquence ATGATAAT situé à -116/-109 (-188/-
181 selon la numérotation des auteurs qui ont défini expérimentalement un site d'initiation de 
la transcription à +70). Des mutations de deux bases dans ce motif sont suffisantes pour abolir 
l'activité du promoteur dans la lignée cardiaque P19CL6 (Liu et al, 2010). Les auteurs peuvent 
induire la différenciation de ces cellules en les traitant par du DMSO. Dans ces conditions, on 
observe une sensible augmentation du recrutement d'OCT1 sur le promoteur d'Isl1 après 4 
jours de traitement. L'inactivation d'OCT1 par des ARN anti-sens prévient partiellement la 
différenciation de ces cellules et diminue l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la 
cardiogénèse dont Isl1. Enfin, Isl1 et Oct1 s'expriment dans les mêmes structures au cours du 
développement cardiaque, notamment les voies efférentes et les ventricules. L'ensemble de 
ces données suggère qu'OCT1 est déterminant dans l'expression d'Isl1 et dans les processus de 
différenciation du myocarde où cette protéine LIM-HD intervient. 
 Eléments régulateurs présents au locus d'Isl1 4.1.2
Contrairement au gène du Gnrhr qui est cerné par des gènes situés de part et d'autre de 
son locus, à seulement 10 kb en 3' et 30 kb en 5', Isl1 se situe dans une sorte de désert 
génique, les gènes bien caractérisés les plus proches se situant à 200 kb en 3' et 300 kb en 5'. 
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C'est sans doute ce qui a conduit Kang et al (2009) a exploré le locus d'Isl1 sur 300 kb de part 
et d'autre du gène à la recherche de régions hautement conservées et donc potentiellement 
régulatrices. Ils en ont identifiées une dizaine et étudié plus particulièrement l'une d'entre elle 
située à 3 kb en aval du codon de terminaison. Cette région, associée au gène rapporteur LacZ 
lui-même fusionné au promoteur minimal de Hsp68 est capable de se comporter comme un 
enhancer tissulaire spécifique des structures dérivées du second champ cardiaque. Ces études 
ont été réalisées par transgénèse transitoire et donc par l'analyse d'embryons de souris issus 
directement d'ovocytes injectés par les constructions LacZ. Dans ces conditions, l'enhancer est 
notamment capable de cibler l'expression du gène rapporteur à E9 dans le mésoderme 
pharyngal, le ventricule droit et les voies efférentes. L'expression de la -galactosidase est 
également co-localisée avec celle d'ISL1, démontrant la fonction régulatrice de cet enhancer 
dans la différenciation des structures dérivées du second champ cardiaque. L'analyse plus 
précise de cette région par génomique fonctionnelle révèle trois régions plus fortement 
conservées capables de lier in vitro des facteurs de type Forkhead, suggérant que l'expression 
d'Isl1 et sa fonction dans la cardiogénèse sont contrôlées en amont par des facteurs 
appartenant à cette famille. Des expériences complémentaires réalisées in vitro suggèrent 
l'implication de FOXF1, FOXA1 et FOXC2 comme les candidats les plus probables. La 
même année et par une approche très semblable de génomique fonctionnelle, Kappen et 
Salbaum (2009) ont identifié ce même enhancer comprenant 3 régions hautement conservées 
chez l'homme, la souris et le poulet. Comme dans les expériences précédentes, cet enhancer 
est capable in vivo de cibler l'expression d'un gène rapporteur dans les structures dérivées du 
second champ cardiaque. Expérimentalement, par transfection transitoire, ils montrent 
qu'outre un facteur Forkhead, FOXO1, le facteur GATA4 est capable de transactiver une 
construction contenant cet enhancer. La famille des facteurs GATA se pose ainsi comme une 
alternative aux facteurs Forkhead dans le contrôle de l'expression d'Isl1 au cours du 
développement cardiaque.  
Dans le même article, ces auteurs ont également commencé à identifier d'autres 
régions régulatrices capables de cibler l'expression d'Isl1 cette fois-ci dans les cellules 
pancréatiques. Ils ont ainsi testé plus de 200 constructions comprenant des fragments 
d'environ 10 kb recouvrant environ 200 kb du locus d'Isl1 par transfection transitoire dans 3 
lignées cellulaires représentatives des cellules pancréatiques  productrices de glucagon, des 
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cellules  productrices d'insuline et des cellules  productrices de somatostatine. Les données 
obtenues démontrent que les 13 constructions actives, réparties sur les 200 kb du locus testées 
sont chacune spécifiques d'un ou, plus rarement, de deux types cellulaires, jamais des trois à 
la fois. Ce criblage extensif du locus d'Isl1 est assez prometteur mais l'information qu'il 
procure reste encore limitée, notamment concernant la nature des facteurs de transcription 
impliqués. Néanmoins, ce travail illustre de façon assez remarquable la dispersion 
considérable (160 kb entre les deux plus extrêmes) et assez inattendue des séquences 
régulatrices au sein du locus d'Isl1. 
La génomique fonctionnelle a également été mise à contribution pour identifier des 
séquences régulatrices ciblant l'expression d'Isl1 dans les neurones moteurs et sensitifs de la 
moelle épinière au cours de l'ontogenèse chez les Vertébrés. En utilisant d'abord comme 
modèle le poisson zèbre et comme technologie la transgénèse, deux séquences de 800 et 600 
bp, dénommées CREST (conserved regulatory element of the Isl1 gene) 1 et 2, situées à 23 et 
56 kb en aval de Isl1 chez le poisson zèbre ont été caractérisées sur leurs propriétés à diriger 
l'expression de la GFP dans les neurones moteurs craniaux et dans les neurones primaires 
(Uemura et al, 2005). L'analyse plus précise des profils d'expression du transgène au cours du 
développement a mis en évidence le parallélisme entre les structures marquées chez le poisson 
et celles exprimant Isl1 chez la souris et le poulet suggérant des mécanismes conservés au sein 
des Vertébrés. L'étude par génomique comparative a révélé des séquences très homologues 
chez la souris, le poulet et l'homme, ciblant l'expression de la GFP dans les neurones moteurs 
adéquats de la moelle épinière. Une troisième séquence conservée a finalement été identifiée, 
cette fois spécifique des neurones sensitifs. Cette séquence réside à environ 320 kb en amont 
d'Isl1 chez l'homme et la souris alors qu'elle n'est distante que de 60 kb chez le poisson.  
L'ensemble de ces données suggère fortement que la séquence de 5 kb en amont 
du site d'initiation de la transcription, le promoteur dit proximal, comparé aux éléments 
très distaux (jusqu'à 350 kb chez l'homme) décrit ci-dessus n'aurait qu'une importance 
relativement minime dans l'expression tissulaire d'Isl1 comme nous avons pu le 
constater par transfection transitoire. Néanmoins, l'existence d'un élément de réponse à 
OCT1 (cf. 4.1.1), et probablement OCT2, est une piste à ne pas négliger, compte tenu de 
la présence de ces deux facteurs dans les cellules gonadotropes et de leur rôle dans 
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l'expression tissulaire du Gnrhr (Schang et al, 2012). En parallèle, un projet de génomique 
fonctionnelle est actuellement mis en œuvre au laboratoire pour identifier des séquences 
conservées qui seraient impliquées dans l'expression hypophysaire d'Isl1. 
 
 Rôles des régulations épigénétiques dans l'expression d'Isl1 4.2
 Structure des promoteurs 4.2.1
La 5-méthyl cytosine présente une forte analogie de structure avec la thymine ce qui 
en fait un site très sensible de mutation par transversion, les 5-méthyl cytosines étant 
transformées en thymine par déamination. Ces 5-méthyl cytosines se situent au sein des 
dinucléotides CpG chez les animaux alors qu'elles peuvent être présentes également sur 
d'autres séquences, notamment trinucléotidiques, dans le monde végétal. Par ce biais, au cours 
de l’évolution, les zones méthylées des génomes se sont progressivement enrichies en 
adénines et en thymines au détriment des cytosines et des guanines, les dinucléotides CG étant 
transformés en TG ou CA suivant le brin sens ou antisens ayant subi la transversion. Il 
subsiste néanmoins dans les génomes des zones riches en C et G, présentant de nombreux 
sites potentiels de méthylation, les dinucléotides CpG. Ces îlots CpG, ainsi qu'on les définit, 
seraient protégés de la méthylation expliquant, partiellement, leur pérennité.  
Lorsque l’on considère les gènes codant les protéines, les séquences régulatrices 
pilotant ces gènes comportent un promoteur minimal essentiel ou « core promoter », une 
séquence d’ADN relativement courte d’une taille de 60 à 150 pb portant des éléments 
capables de recruter l’ensemble des facteurs généraux de transcription, notamment TFIID, et 
l’ARN polymérase II (ARN Pol II). Ce promoteur minimal a, par lui-même, peu ou pas 
d’activité mais il est indispensable à l’activité transcriptionnelle. A cette séquence sont 
associés des éléments cis-régulateurs, enhancers ou silencers, liant des facteurs activateurs ou 
répresseurs. Ces facteurs de transcription recrutent des coactivateurs ou des corépresseurs qui, 
à leur tour, modulent la transcription dépendante de l’ARN Pol II via le promoteur minimal. 
Ces éléments cis-régulateurs, avec le promoteur minimal, constituent le promoteur 
fonctionnel. Ils peuvent se situer aussi bien à proximité du promoteur minimal essentiel qu’à 
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de très longues distances se mesurant en dizaines ou centaines de Kb (cf. 4.1.2). De plus, au-
delà des facteurs de transcription qui interagissent avec ces éléments cis-régulateurs, des 
modifications épigénétiques telle que la méthylation de l’ADN sur des dinucléotides CpG 
et/ou les modifications des histones régulent l’activité du promoteur. Récemment, il s’est 
avéré que la séquence d’ADN, notamment celle du promoteur, était impliquée dans 
l’établissement de ses propres profils de méthylation et dans le positionnement des marques 
d’activité et d’inactivité portées par les histones (Wilson et al, 2008 ; Lienert et al, 2011). 
Classiquement, on distingue deux classes de promoteurs minimaux essentiels : les 
promoteurs possédant une boîte TATA (séquence consensus TATAA ou TATAWAAR) qui 
permet de positionner l’initiation de la transcription de manière très précise entre 28 et 31 
paires de bases de ce motif (focused core promoters) (Juven-Gershon et al, 2008). Cette boîte 
TATA est souvent associée à d’autres motifs tels que la séquence initiatrice (Inr, consensus 
YYANWYY) qui recouvre le site unique de transcription. Un promoteur typique de ce type 
arbore une séquence riche en T et A, dirige l’expression de gènes d’expression tissulaire 
spécifique et possède des motifs CpG méthylés dans les tissus où les gènes correspondants ne 
s’expriment pas. Exemple : le gène codant la prolactine. Contrairement à l’idée reçue, cette 
classe de promoteurs pilote moins de 30 % des gènes. La deuxième classe, la plus abondante, 
comprend les promoteurs sans boîte TATA, avec comme conséquence plusieurs sites 
d’initiation de la transcription répartis sur une centaine de paires de bases (dispersed core 
promoters). Ils sont riches en C et G, présentant un îlot CpG englobant les sites d’initiation de 
transcription et s’étendant sur plus de 200 pb. Ces promoteurs dirigent l’expression des gènes 
dits de ménage, exprimés dans la plupart des cellules de l’organisme, les îlots CpG étant 
préservés de la méthylation. Entre ces deux classes extrêmes, se décline toute une gamme de 
promoteurs possédant des caractéristiques intermédiaires, notamment le promoteur du Gnrhr. 
Il est caractérisé par une richesse en T et A, ne possède pas de boîte TATA et, par voie de 
conséquence, présente plusieurs sites d’initiation de transcription.  
Nous avons choisi de comparer les promoteurs des gènes de la sous-unité alpha (Cga) 
et de la LH (Lh), de la FSH (Fsh), de la prolactine (Prl) et de la pro-opiomélanocortine 
(Pomc) comme représentants supposés de la première classe (TATA box containing 
promoters with tissue-specific gene expression) et un gène d’expression ubiquiste, HPRT, 
215 
 
 
comme représentant de la seconde classe (TATA-less promoters directing the expression of 
housekeeping genes). Ces gènes nous ont servi de références pour l’analyse des deux cas 
typiques qui apparaissent régulés l’un essentiellement sous le contrôle d’une combinatoire de 
facteurs de transcription, le Gnrhr, et l’autre via d’autres mécanismes que nous supposions 
épigénétiques, Isl1. 
Dans les expériences de transfection transitoire, les promoteurs transfectés échappent 
aux régulations épigénétiques qui affectent le promoteur endogène. Ces promoteurs qui 
dirigent l’expression d’un gène rapporteur ne sont pas méthylés et, au moins au cours des 
premières 48 heures, subsistent en dehors de toute structure chromatinienne. Les régulations 
observées sur le gène rapporteur sont donc, a priori, exclusivement dues aux facteurs de 
transcription présents dans la cellule transfectée. A l’inverse, le promoteur endogène est 
soumis à l’action des DNA méthyltransférases et se situe dans une structure chromatinienne 
qui peut être affectée de toutes sortes de modifications, acétylation, méthylation, 
phosphorylation, ubiquitination des histones. A l’action des facteurs de transcription se 
superpose donc toute une série de régulations épigénétiques potentielles. La comparaison des 
activités des promoteurs transfectés et endogènes peut ainsi permettre d’évaluer la part 
respective des modulations génétiques (facteurs de transcription) et épigénétiques 
(méthylation de l’ADN et modifications des histones). L'un de nos objectifs consistait à 
déterminer si l’architecture des promoteurs minimaux essentiels peut définir l’importance 
relative des modulations génétiques et épigénétiques. 
 Modifications des histones 4.2.2
A ce titre, il est important de souligner que cette hypothèse est déjà partiellement 
démontrée par l'établissement de cartes à grande échelle de plusieurs marques de modification 
des histones, notamment K4Me3 et K27Me3 (Mikkelsen et al, 2007). Ces cartes qui 
rapportent la densité de ces marques pour l'ensemble des promoteurs du génome murin ont été 
établies et comparées dans trois types cellulaires : des cellules pluripotentes, en l'occurrence 
des cellules souches murines et deux types cellulaires déjà déterminés, l'un constitué de 
cellules progénitrices neuronales (neuroblastes) et l'autre de fibroblastes embryonnaires (stade 
E13.5). De cette analyse il ressort deux classes de promoteurs, ceux à haut contenu en 
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dinucléotides CpG qui exhibent majoritairement des marques d'activité et d'inactivité (K4Me3 
et K27Me3), jusqu'à 100% de ces promoteurs dans les cellules pluripotentes, et ceux à faible 
contenu en CpG qui sont marqués de manière très minoritaire soit 1,5 à 2,6% dans les 
neuroblastes et les fibroblastes. Les promoteurs intermédiaires présentant un taux de CpG 
moyen se classent entre ces deux extrêmes. Il est souligné que parmi les promoteurs à faible 
contenu en CpG, les promoteurs dirigeant l'expression de gènes très spécifiques d'un tissu sont 
ceux majoritairement marqués. 
4.2.2.1 /)	E /-C0 B CC D E EB EBCCEB C A  C
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L'analyse que nous avons réalisée recouvre assez bien ces conclusions. Hprt, typique 
des promoteurs à haut contenu en CpG, contient la marque d'activité K4Me3 dans toutes les 
lignées à l'exception des cellules GH3B6 où ce promoteur est exceptionnellement réprimé 
(Melmed, 1982). Dans ce cas précis, il exhibe la marque K27Me3. Les gènes de la Prl et de la 
Pomc, en tant que gènes d'expression tissulaire spécifique et restreinte exhibent également la 
marque d'activité K4Me3 dans leur lignée respective, comme attendu. Concernant Isl1, les 
résultats obtenus montrent que ce gène, comme les précédents, obéit au code histone 
méthylée. La marque d'activité K4Me3 est présente majoritairement dans les trois lignées qui 
expriment les ARN messagers d'Isl1, les deux lignées gonadotropes, T3-1 et LT2, et la 
lignée de neurones hypothalamique GT1-7. A l'inverse, dans les lignées lacto-somatotrope et 
corticotrope, c'est la marque d'inactivité, K27Me3, qui est majoritairement représentée. Ces 
modifications épigénétiques, K4Me3 et K27Me3, à travers le recrutement de différents 
effecteurs comme nous le verrons plus loin, constituent donc une partie des mécanismes 
moléculaires qui dirigent ou restreignent l'expression d'Isl1 dans ces lignées représentatives 
des types cellulaires hypophysaires. Il est intéressant de constater que le Gnrhr obéit au même 
code histone méthylée qu'Isl1 à une exception près : le contexte cellulaire des cellules GT1-7. 
Dans ce cas particulier, aucune des deux marques n'est détectée en PCR quantitative mais les 
résultats de PCR semi-quantitative suggèrent la présence majoritaire de la marque K4Me3 
alors qu'aucune activité du promoteur n'est détectée et que le niveau des ARNm du Gnrhr 
reste sous le seuil de détection en PCR quantitative. Certaines données de la littérature font 
état de la présence du récepteur et des transcrits correspondants dans cette lignée cellulaire. 
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(Krsmanovic et al, 1993 ; Krsmanovic et al, 1999 ; Ishii et al, 2009) Ces cellules expriment 
aussi le GnRH lui-même ce qui permettrait la mise en place d'une boucle autocrine de 
régulation du récepteur par son propre ligand (Krsmanovic et al, 1999). Il est probable que, 
sous certaines conditions, ces cellules expriment le Gnrhr. Par ailleurs, malgré le contrôle 
strict déjà mis en place via les facteurs de transcription, les marques d'activité et d'inactivité 
sont présentes, démontrant que ces deux mécanismes de contrôle, génétiques et épigénétiques, 
ne sont pas exclusifs dans le cas du Gnrhr. Ce gène est riche en T et A et présente également 
une fréquence de dinucléotides CpG relativement élevée, la plus forte comparée à Lh, Fsh, 
Cga, Prl, et Pomc mais plus faible que celle d'Isl1 ou d'Hprt. On peut donc le classer dans les 
gènes comportant un promoteur de classe intermédiaire entre ceux à fort taux de CpG (Isl1 ou 
Hprt) et ceux à faible taux (Prl). Ces promoteurs ne sont pas majoritairement porteurs de ces 
marques de méthylation contrairement aux promoteurs à fort taux de CpG (Mikkelsen et al, 
2007). Malgré son statut intermédiaire, le promoteur du Gnrhr porte donc ces marques. Enfin, 
les gènes Cga, Lh et Fsh dans les deux lignées gonadotropes portent les marques K4Me3 et 
K27Me3 qui reflètent leur état de différenciation respectif et le taux d'expression des gènes : 
K4Me3 pour Cga dans les deux lignées, plutôt K4Me3 et définitivement K27Me3 pour Lh 
respectivement dans les cellules LT2 et T3-1, et K27Me3 pour Fsh dans les deux lignées. 
L'expression de Fsh n'est détectée qu'en présence d'activine dans les cellules LT2 et dans 
les conditions non stimulées le gène est probablement réprimé, comme le suggèrent nos 
résultats. 
Il est à noter que nous n'avons pas observé de corrélation évidente entre acétylation 
des histones et expression des gènes, quel que soit le gène considéré. Nous n'avons pas non 
plus observé de corrélation entre les deux anticorps anti-acetyl-histone H3K9K14 et anti-
acetyl-histone H3K14 alors que ces deux anticorps reconnaissent au moins une marque 
commune (acetyl K14). Il sera nécessaire de répéter ces expériences pour valider ou invalider 
ces résultats. Dans la suite de cette discussion, nous concentrerons notre réflexion sur les deux 
autres marques, K4Me3 et K27Me3. 
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Le profil d'expression des gènes à homéoboîte chez la drosophile est définit très tôt au 
cours de l'embryogenèse par des facteurs d'origine maternelle ou zygotique qui disparaissent 
aux stades ultérieurs de développement. Le profil d'expression de ces gènes est alors préservé 
par les complexes Polycomb et Trithorax, répresseur et activateur de la transcription, qui 
constituent la mémoire cellulaire des évènements développementaux précoces. Ce mode de 
régulation s'est avéré très largement répandu au-delà des gènes HOX et directement lié aux 
modifications épigénétiques. 
L'une des questions majeures que soulève ce mémoire concerne les mécanismes qui 
sont susceptibles de connecter les marques d'activité K4Me3 et d'inactivité K27Me3 avec 
l'expression des gènes. D'un point de vue général, et ceci est vrai chez la levure comme chez 
l'homme, plusieurs complexes enzymatiques participent à la mise en place (marqueurs - 
writers) ou au retrait (effaceur – eraser) des marques d'activation K4Me3 et d'inactivation 
K27Me3. Une fois ces marques positionnées, la présence ou l'absence de celles-ci se traduit 
par le recrutement de différents effecteurs capables de remodeler la structure chromatinienne 
par repositionnement ou éviction des nucléosomes. Certains sont aussi liés à la méthylation ou 
à la déméthylation de l'ADN. Comme nous l'avons déjà souligné dans l'introduction (cf. 
paragraphe 1.6.1.1), les modifications K27Me3 et K4Me3 sont associées à deux complexes 
multiprotéiques majeurs, respectivement le complexe ou groupe Polycomb (PcG) et le 
complexe ou groupe Trithorax (TrxG). Chez la drosophile, les complexes PcG et TrxG 
interagissent avec la chromatine sur des éléments de réponse Polycomb et Trithorax (PRE et 
TRE) non pas directement mais par l'intermédiaire de plusieurs facteurs de transcription. Ces 
éléments s'étendent sur plusieurs centaines de pb et présentent plusieurs motifs pour différents 
facteurs de transcription, capables d'interagir avec PcG et /ou TrxG. Des éléments de réponse 
homologues ont été également identifiés chez les Mammifères dont certains impliquent 
notamment le facteur de transcription Yin-Yang 1 (Sing et al, 2009 ; Woo et al, 2010 ; 
Cuddapah et al, 2012). 
Les PcG et TrxG regroupent en un seul complexe à la fois les marqueurs, les effaceurs 
et les lecteurs des modifications d'histones. Ils participent à la mise en place ou à l'effacement 
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de ces marques comme au remodelage chromatinien qu'elles codent. Néanmoins, les protéines 
responsables de ces différentes actions agiraient de manière coopérative rendant assez 
complexe leur identification. Concernant PcG, il se subdivise en deux complexes répresseurs 
bien identifiés, PRC1 et PRC2 (Boyer et, 2006). Nous réduirons notre analyse à ces deux 
groupes de protéines bien que plusieurs autres complexes apparentés aient été identifiés 
(Simon et Kingston, 2009). 
Dans les cellules souches murines embryonnaires, une première étude a démontré que 
ces deux complexes répresseurs ciblent plus de 500 gènes dont de nombreux facteurs de 
transcription à homéodomaine impliqués dans les processus de différenciation de plusieurs 
tissus (Boyer et al, 2006) et parmi ceux-ci plusieurs protéines LIM-HD comme Isl2. Il 
apparaît que la marque K27Me3 est plus particulièrement associée à PRC2. Celui-ci contient 
en effet deux histones méthyltransférases à domaine SET (acronyme des 3 protéines de levure 
qui ont défini ce domaine), des marqueurs donc, spécifiques de H3K27 et nommées EZH 
(Enhancer of Zest homologue) 1 et 2. EZH2 serait impliquée dans la méthylation de novo et 
EZH1 dans la restauration de cette marque lors d'échanges nucléosomiques ou de 
déméthylation (Margueron et Reinberg, 2011). EZH1 serait également impliquée dans le 
compactage des nucléosomes. Elle possèderait à la fois une activité catalytique 
méthyltransférase et une activité de remodelage de la chromatine (Simon et Kingston, 2009). 
Plusieurs autres partenaires interviennent au sein de ce complexe et participent à son 
activité répresseur, en modulant l'activité enzymatique et la liaison à l'ADN. La marque 
K27Me3 est souvent associée à la présence de la RNA Pol II phosphorylée sur la Ser5 c’est-à-
dire la RNA Pol II active au site d'initiation de la transcription comme nous l'avons nous-
mêmes observée à plusieurs reprises. Néanmoins, le niveau de transcription de ces gènes 
présentant à la fois la RNA Pol II et la marque K27Me3 est faible suggérant que la RNA Pol 
II est en pause, bloquée à proximité du site d'initiation. Les ARN transcrits de faible taille et 
encore attachés à la RNA Pol II participeraient aussi au recrutement de PRC2 (Margueron et 
Reinberg, 2011). Dans la moitié des cas, les promoteurs ayant recrutés PRC2 recrutent 
également, via l'histone H3K27Me3, le complexe PRC1 qui, à son tour, catalyse 
l'ubiquitinylation de l'histone H2A sur la Lys 119 avec pour conséquence le blocage de 
l'élongation par la RNA Pol II.  
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Le complexe PRC1 est formé de 4 protéines, que ce soit chez la drosophile ou 
l'humain, qui forment le cœur de ce complexe, un complexe stable et fonctionnel capable de 
réprimer la transcription, d'inhiber le remodelage de la chromatine dépendant de l'ATP – 
induit par TrxG – et de compacter les nucléosomes. En fait, comme PRC2, PRC1 présente 
différentes composition en protéines suivant les tissus ou les gènes considérés et doit plutôt 
être regardé comme une famille de complexes possédant deux activités essentielles : 
compactage de la chromatine et ubiquitinylation de l'histone H2A (Simon et Kingston, 2009). 
Le compactage de la chromatine est assuré par un premier complexe, formellement 
anciennement défini comme PRC1 (chez l'homme) comprenant les protéines RING1B (ou 
RNF2), CBX4 (Chromobox protein homologue 4), BMI1 (B lymphoma Mo-MLV insertion 
region 1), et PH1 (Polyhomeotic 1) tandis que l'ubiquitinylation de l'histone H2A est assuré 
par un second complexe BCOR comprenant RING1, RING1B, NSPC1 (nervous system 
Polycomb 1), BCOR (BCL6 corepressor qui a donné son nom au complexe) et KDM2 
(Lysine demethylase 2). Cette dernière peut à la fois déméthyler K36Me2 (marque d'activité) 
et stimuler l'ubiquitinylation. 
A ces complexes répresseurs s'oppose le complexe activateur TrxG associé à la 
marque d'activité K4Me3. Dans les cellules souches murines ou humaines les ¾ des 
promoteurs connus sont marqués par K4Me3 (Ku et al, 2008). Comme dans le cas des 
complexes PcG, les protéines composant le complexe TrxG sont diverses et nombreuses. 
Elles peuvent être subdivisées selon leur fonction moléculaire en trois classes 
(Schuettengruber et al, 2011) :  
- les histones méthyltransférases à domaine SET (Su(var)3-9 enhancer of Zeste 
Trithorax). Ce domaine SET d'environ 130 amino acides confère l'activité catalytique 
méthyltransférase à plusieurs protéines associées à la chromatine qu'elles appartiennent à PcG 
ou à TrxG. 
- les protéines capables de remodeler la chromatine de manière dépendante de l'ATP. 
Ces facteurs en outre sont capables de reconnaître les marques de méthylation laissées par les 
facteurs à domaine SET. 
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- les protéines capables de reconnaître des motifs ADN, de modifier les histones et 
remodeler la chromatine ainsi que d'autres protéines n'appartenant pas aux deux classes 
précédentes. 
Dans la première classe, on trouve chez les Mammifères les MLLs (mixed lineage 
leukemia), des H3K4 méthyltransférases qui se lient à l'ADN et soit ciblent spécifiquement 
des familles de gènes, telles que les gènes Hox ou les gènes régulés par les acides rétinoïques 
soit agissent plus globalement. Les MLL1 et 2 se lient à l'ADN par reconnaissance des 
séquences CpG non méthylées. Les remodeleurs de la chromatine agissent par interaction 
avec les histones, en faisant glisser les nucléosomes le long de l'ADN ou en provoquant leur 
éviction. Les remodeleurs possèdent des domaines protéiques spécifiques qui leur permettent 
de reconnaître différentes modifications d'histone. Ainsi SMARCA2 (SWI/SNF related, 
matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 2) reconnaît 
les histones acétylées via son bromodomaine tandis que CHD1 (chromodomain helicase 
DNA-binding protein-1) décrypte la marque K4Me3 via son chromodomaine. CHD8 
reconnaît à la fois K4Me3 et K4Me2 via le même domaine. Certaines possèdent également 
des activités histone désacétylase (CHD3 et 4).  
 La diversité des complexes répresseurs et activateurs implique une 4.2.3
diversité des régulations. 
Les données concernant les complexes Pc et Trx illustrent très clairement que les deux 
marques K27Me3 et K4Me3 peuvent recruter des assemblages protéiques très différents 
suivant les gènes ou familles de gènes. Si l'on considère Isl1, en tant que gène impliqué dans 
le développement, il est très probable que K27Me3 recrute PRC2. Devraient être présentes au 
locus d'Isl1 dans les lignées ISL1 négatives les histones méthyltransférases EZH1 et EZH2. 
Pour déterminer si PRC1 est également recruté, il faudrait tester l'ubiquitinylation de l'histone 
H2A et comparer ces données avec celles obtenues au locus Gnrhr. La situation pourrait être 
encore plus complexe dans les lignées exprimant Isl1 et le Gnrhr. La marque K4Me3 
recouvre encore une plus grande complexité. Ainsi, on peut émettre l'hypothèse qu'Isl1 recrute 
via K4Me3 des effecteurs différents de ceux recrutés par le Gnrhr. En ce sens les études de 
méthylation de l'ADN peuvent apporter un éclairage intéressant. 
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4.2.3.1 D	CAFCDCAEBB%CABEC/1BBE*
Il est paradoxal de souligner que la drosophile "Drosophila Melanogaster", à l'origine 
de la découverte des complexes Trx et Pc, ne dispose pas du système de modification de 
l'ADN qui, chez les Vertébrés et plus particulièrement les Mammifères, semble 
fonctionnellement couplé à la méthylation des histones. La levure "Saccharomyces 
cerevisiae", autre modèle phare en biologie ne possède pas non plus de système de 
modification de l'ADN. Pourtant, chez les Mammifères, l'invalidation de l'ADN 
méthyltransférases (Dnmt1) est létale tôt au cours du développement, illustrant l'importance 
de ce système de modification (Li et al, 1992).  
Nous avons réalisé une première analyse du profil de méthylation du promoteur d'Isl1 
dans les 5 lignées cellulaires exprimant (T3-1, LT2 et GT1-7) ou n'exprimant pas ISL1 
(GH3B6 et AtT20). Cette analyse recouvre seulement 1500 pb du promoteur, incluant l'îlot 
CpG. Il s'avère que le promoteur est non méthylé sur la région la plus proximale (+100/-568) 
dans les lignées qui expriment Isl1 et partiellement méthylé au-delà. Dans les deux lignées qui 
n'expriment pas Isl1, la méthylation recouvre complètement le promoteur, incluant l'îlot CpG 
(lignée GH3B6) ou l'excluant (lignée AtT20). Ces données sont encore préliminaires et seront 
vérifiées par séquençage après traitement de l'ADN au bisulfite de sodium. Néanmoins, elles 
se corrèlent assez bien avec la présence des marques d'activité de la chromatine et avec les 
données de la littérature. Généralement, dans les tissus sains, les îlots CpG sont préservés de 
la méthylation et c'est ce que l'on observe ici dans 4 cas sur 5, bien que toutes ces lignées 
soient d'origine tumorale, obtenues par oncogenèse ciblée ou après irradiation ou traitement 
hormonal. La répression de la transcription serait donc essentiellement liée à la méthylation 
des CpG localisés en amont de l'îlot CpG.  
Les liens entre méthylation de l'ADN et la présence de la marque d'inactivité K27Me3 
sont loin d'être manifestes (Hashimoto et al, 2010). Néanmoins, des travaux récents suggèrent 
que les promoteurs se répartiraient grossièrement en deux groupes, ceux à la fois méthylés et 
porteur de la marque K27Me3 et ceux non méthylés ou peu méthylés et malgré tout marqués 
(Statham et al, 2012). Ainsi l'histone méthyltransférase spécifique de H3K27, EZH2 
(Enhancer of Zest homolog 2) est capable de recruter des DNA méthyltransférases sans 
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pourtant provoquer de méthylation de novo de l'ADN, tout au moins dans des conditions 
physiologiques normales. Dans certains cas pathologiques, les gènes suppresseurs de tumeurs 
sont souvent hyperméthylés sur les îlots CpG et ceci est corrélé avec la présence de 
H3K27Me3 sur ces mêmes gènes dans les tissus sains (Schlesinger et al, 2007). Le pré-
marquage des gènes par H3K27Me3 dans les tissus sains serait un préalable à 
l'hyperméthylation de l'ADN dans les tumeurs développées par ces tissus. Néanmoins, la 
présence de l'histone méthyltransférase associée, EZH2, n'est pas suffisante pour induire la 
méthylation des CpG.  
A l'inverse, la corrélation entre la présence de K4Me3 et l'absence de méthylation de 
l'ADN, comme la situation inverse, sont beaucoup mieux argumentées (Mikkelsen et al, 
2007 ; Thomson et al, 2010 ; Hashimoto et al, 2010 ; Laurent et al, 2010 ; Portela et Esteller, 
2010).  
La méthylation de l’ADN est établie et maintenue par diverses familles 
d’enzymes dont les DNA méthyltransférases qui se répartissent en deux groupes : les 
méthyltransférases de novo, DNMT3a et DNMT3b, et les méthyltransférases de maintenance 
comme DNMT1. La DNMT3L est quant à elle un facteur régulateur sans activité catalytique. 
Des domaines protéiques très conservés favorisent les interactions entre les histones et 
l’ADN : le domaine ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L), le domaine CXXC (Cys-X-X-Cys) et 
le domaine MBD (Méthyle-CpG-Binding). Ainsi, DNMT3L interagit spécifiquement via son 
domaine ADD avec la région N terminale de l’histone H3 lorsque K4 n’est pas méthylé. Il 
agit comme un senseur de l'absence de méthylation de H3K4 et induit des méthylations de 
novo via le recrutement de DNMT3a au nucléosome (Ooi et al, 2007 ; Zhang et al, 2010 : 
Franklin et Mansuy, 2010 ; Hashimoto et al, 2010). Certains de ces domaines, comme le 
domaine CXXC, sont présents à la fois au sein des DNA et des histones méthyltransférases. 
DMNT1, qui est abondamment présente en phase S du cycle cellulaire, contient un domaine 
CXXC permettant que le profil de méthylation de l’ADN soit fidèlement préservé dans les 
cellules en division (Portela et Esteller, 2010 ; Hashimoto et al, 2010). Les histones lysine 
méthyltransférases spécifiques de H3K4 de la famille MLL possèdent également un domaine 
CXXC et reconnaissent les CpG non méthylés. Elles sont impliquées dans la méthylation de 
H3K4 située sur les promoteurs de gènes riches en CpG et préviennent l’apparition de 
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méthylation de novo, stabilisant l’ADN non méthylé (Cosgrove et al, 2010 ; Thomson et al, 
2010 ; Hashimoto et al, 2010 ; Cierpicki et al, 2010).  
Dans les lignées GH3B6 et AtT20 qui n’expriment pas Isl1, la méthylation des CpG 
en amont de l’ilot CpG est corrélée avec le faible taux de méthylation de H3K4 (pour revue 
Deaton et Bird, 2011 ; Llamas et al, 2012). Au cours du cycle cellulaire, DMNT1 devrait être 
recrutée au promoteur d'Isl1dans ces cellules pendant la phase S du cycle cellulaire. Ce point 
pourrait être validé ou invalidé par des expériences de ChIP sur cellules synchronisées. Le 
recrutement des facteurs de transcription (type SP1) devrait être simultanément inhibé. 
Inversement, dans les lignées gonadotropes, il serait intéressant de déterminer la nature des 
histones lysine méthyltransférases spécifiques de H3K4 qui sont recrutées au promoteur 
d'Isl1, 8 d'entre elles étant déjà connues chez l'homme, et comparer à celles présentes sur le 
promoteur du Gnrhr. A terme, il serait assez captivant de déterminer la localisation de ces 
protéines lors de la différenciation des cellules gonadotropes au cours du développement 
hypophysaire dans les périodes les plus précoces au stade où Isl1 s'exprime dans toutes les 
cellules progénitrices puis lorsque son expression se restreint aux cellules situées dans la 
partie ventrale. Vers 13,5 jours de développement, c'est le gène codant le GnRHR qui 
commence à s'exprimer. Décrypter les mécanismes épigénétiques sous-jacents constituerait 
une avancée certaine. ISL1 ou d'autres facteurs de transcription pourraient être directement 
impliqués dans la mise en place des modifications épigénétiques qui très certainement 
accompagnent l'émergence de l'expression du Gnrhr.  
4.2.3.2 EDEFDCABE	FEBD
La méthylation de l'ADN modifie, via différents complexes protéiques, la position du 
nucléosome au site d'initiation de transcription. Ainsi l'incorporation des variants d'histones 
au sein des nucléosomes, notamment H2ZA, protège les gènes cibles contre la méthylation de 
l'ADN, et influence la transcription en régulant l’accessibilité de l’ADN aux facteurs de 
transcription et à la RNA polymérase II. La perte du nucléosome en 5’ en amont du site 
d'initiation de transcription est fortement corrélée avec l’activation de la transcription, alors 
que sa présence est corrélée avec la répression de la transcription. (Fraga et al, 2005 ; Esteller, 
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2002-2008 ; pour revue Cairns, 2009 ; pour revue Portella et Esteller, 2010 ; pour revue Ho et 
al, 2010 ; Franklin et Mansuy, 2010).  
La mise en place de profils épigénétiques anormaux contribue à l’émergence de 
pathologies comme les cancers, les maladies neurodéveloppementales, les maladies 
neurodégénératives et les maladies auto-immunes. La méthylation de l’ADN joue un rôle 
essentiel dans la régulation de la détermination du destin cellulaire des cellules souches 
neurales durant le développement embryonnaire, en particulier dans l’acquisition de la 
multipotence des cellules. Le développement du système nerveux est gouverné par des 
processus à étapes multiples dans lesquelles les cellules souches donneront naissance aux 
neurones et aux cellules gliales. Selon des études récentes, la méthylation de l’ADN joue un 
rôle clef dans la médiation des réponses cellulaires aux signaux endocriniens physiologiques. 
Des altérations du profil de méthylation de l’ADN contribueraient au développement de 
pathologies endocriniennes et métaboliques et pourraient expliquer la relation entre le fond 
génétique, l’environnement et les pathologies. En effet, les changements épigénétiques 
survenant durant l’embryogenèse auraient un impact sur les processus cellulaires durant la vie 
adulte suggérant que les fonctions endocriniennes chez l’adulte peuvent être affectées par des 
évènements survenus au cours du développement embryonnaire et pendant l’enfance. Parmi 
les pathologies auto-immunes connues, les diabètes de type 1 et de type 2 présentent des 
aberrations de profils de méthylation des histones entrainant des altérations du positionnement 
du nucléosome, modifiant ainsi l’activité transcriptionnelle des gènes cibles. (Fukuda et Taga, 
2005 ; Gleiberman et al, 2008 ; Vankelecom, 2010 ; pour revue Juliandi et al, 2010 ; pour 
revue Portella et Esteller, 2010 ; pour revue Teperek-Tkacz et al, 2011 ; pour revue Garcia-
Carpizo et al, 2011). L'étude des régulations épigénétiques d'Isl1, facteur impliqué dans le 
l'expression de plusieurs gènes d'importance comme ceux codant pour l'insuline ou le 
GnRHR, peut donc avoir des retombées physiologiques et physiopathologiques décisives. 
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 Conclusion générale 5
Les données les plus récentes semblent suggérer que la séparation entre génétique et 
épigénétique soit très ténue. La séquence d'ADN serait suffisante non seulement pour fournir 
des éléments de réponse aux facteurs de transcription mais aussi pour programmer le 
positionnement des marques épigénétiques, modifications d'histones et méthylation de l'ADN 
(Lienert et al, 2011 ; Wilson et al, 2008). De plus, plusieurs facteurs de transcription sont 
susceptibles de former des frontières destinées à limiter la propagation de la méthylation de 
l'ADN, en particulier au niveau des îlots CpG, soulignant à nouveau l'importance de 
l'information génétique qui se situerait systématiquement en amont de l'épigénétique (Deaton 
et Bird, 2011 ; Bird, 2011). Par ailleurs, de nouveaux mécanismes de régulation ont été mis en 
évidence ces dernières années, mécanismes qui très probablement interviennent dans 
l'expression d'Isl1 et du Gnrhr. Notamment, dans ce mémoire, nous n'avons pas envisagé les 
multiples aspects de la régulation par les ARN non codants, qui semblent jouer un rôle 
important dans l'établissement des marques épigénétiques. Ce point comme d'autres tels que 
la régulation par les miRNA et les séquences conservées (génomique fonctionnelle) font 
l'objet de différents projets au sein du laboratoire. 
Le récepteur de la GnRH, la LH et la FSH s'expriment exclusivement dans le 
lignage gonadotrope au sein de l'hypophyse. C'est le cas de nombreux gènes dont l'expression 
est restreinte à un seul lignage cellulaire au sein d'un organe. Ces gènes d'expression tissulaire 
spécifique définissent ainsi le phénotype d'un lignage cellulaire différencié. L'expression de 
ces gènes est dirigée par des combinatoires de facteurs de transcription dont certains sont eux-
mêmes d'expression tissulaire spécifique, le facteur stéroïdogénique SF1 dans le cas du 
lignage gonadotrope, PIT1 et TPIT pour les autres lignages hypophysaires. Les gènes codant 
pour ces facteurs de transcription s'expriment assez tardivement au cours du développement. 
Ils viennent compléter une combinatoire préexistante assurant l'expression spécifique et 
définitive des gènes marqueurs d'un lignage particulier. A l'opposé, d'autres facteurs 
s'expriment de façon précoce à un stade de développement où les cellules du futur organe sont 
encore indifférenciées et en prolifération. C'est non seulement le cas d'ISL1 dans l'hypophyse 
mais aussi de PITX1, PITX2, LHX3… L'expression de certains facteurs disparaît au cours des 
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stades ultérieurs du développement, HESX1 par exemple, tandis que d'autres facteurs vont 
continuer de s'exprimer chez l'adulte. Parmi ces facteurs certains s'expriment dans tous les 
types cellulaires différenciés de l'organe (PITX1 et 2) tandis que d'autre vont acquérir une 
expression spécifique d'un ou deux lignages. C'est semble-t-il le cas d'ISL1. Nous montrons 
ici que cette protéine LIM-HD n'est exprimée ni dans les cellules lacto-somatotropes ni dans 
les cellules corticotropes alors qu'elle est fortement exprimée dans les deux lignées 
gonadotropes. D'après les résultats que nous avons obtenus, on peut émettre l'hypothèse que 
dans les stades précoces de développement, l'expression d'Isl1 est assurée par des facteurs 
ubiquistes dans les cellules indifférenciées de la future hypophyse qui, à ce stade (E8, 5 chez 
la souris), n'est qu'une simple invagination de l'ectoderme oral. Par la suite, les gradients 
opposés de BMP2 et de FGF progressivement restreignent l'expression d'Isl1 à la partie 
ventrale de l'hypophyse en développement. Il est probable qu'à ce stade de développement 
certaines marques épigénétiques se mettent en place, marque d'activité dans la partie ventrale 
et d'inactivité dans la partie dorsale. Le gradient ventrodorsal de BMP2 maintiendrait ou 
induirait le dépôt des marques d'activité au locus d'Isl1 tandis que le gradient dorso-ventral de 
FGF provoquerait l'extinction d'Isl1 par le dépôt de marques d'inactivation dans la partie 
dorsale. BMP2 est effectivement capable d'induire un remodelage de la chromatine au 
promoteur de Sox9, un gène de développement, comme Isl1, et de même classe, puisque 
possédant un îlot CpG s'étendant sur les 600 pb du promoteur proximal (Pan et al, 2009). 
A l'inverse, FGF2 est capable, sous certaines conditions de culture, d'induire 
l'extinction de la maspine, une protéine de la superfamille des serpines, en provoquant la 
méthylation du promoteur et des histones associées lors de la conversion des keratocytes de la 
cornée en fibroblastes (Horswill et al, 2008).  
Un autre aspect des régulations géniques que nous n'avons pas soulevé concerne 
l'organisation spatiale de la chromatine dans le noyau. Ainsi, les complexes Pc et leurs 
protéines se regroupent dans le noyau en foyers concentrés nommés "Polycomb bodies". 
L'existence de ces corps Polycombs s'explique par la proximité physique de certains gènes co-
réprimés comme les gènes Hox qui s'étendent sur le même chromosome à la suite les uns des 
autres de manière colinéaire et concentrent ainsi plusieurs complexes. Ceci s'explique 
également par la formation de boucles chromatiniennes qui regroupent des gènes très espacés 
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portant ces complexes Polycomb. Ces gènes peuvent être placés sur différents chromosomes, 
recrutés individuellement les complexes Polycomb et se retrouver au sein d'une même 
structure, concentrant ainsi ces complexes sous une forme détectable au microscope optique 
(Pirrotta et Li, 2012). 
Le noyau présente ainsi plusieurs structures subnucléaires qui constituent de véritables 
sous-ensembles fonctionnels. Certaines d'entre elles pourraient constituer le pendant des corps 
Polycomb. Il s'agit notamment des amas de granules interchromatiniens (interchromatin 
granule clusters) (Spector et Lamond, 2011). 
Ces amas nucléaires regroupent principalement des facteurs d'épissage des ARN. A la 
périphérie de ces amas se localisent des fibrilles périchromatiniennes constituées d'ARN en 
cours de synthèse, donc de gènes actifs. Une étude élégante réalisée par le groupe de Michael 
G. Rosenfeld montre qu'au cours de la stimulation par le sérum de la prolifération cellulaire 
des cellules HeLa, les locus des gènes qui contrôlent la croissance sont transloqués des corps 
Polycomb, un environnement répressif, aux amas de granules interchromatiniens, un milieu 
propice à l'activation des gènes. Deux ARNs non codants, TUG1 et NEAT2, sont impliqués 
directement dans ce mécanisme (Yang et al, 2011). 
Il serait possible de déterminer si Isl1 au cours de l'ontogenèse hypophysaire change 
ainsi de compartiments subnucléaires. Il existe d'autres structures subnucléaires où se 
regroupent certains gènes co-exprimés et actifs. Ce sont les usines à transcription 
(transcription factories) différentes des fibrilles périchromatiniennes. Il serait intéressant de 
déterminer si Isl1 et Gnrhr sont colocalisés ou non dans les mêmes compartiments 
subnucléaires.  
L'architecture complexe des compartiments subnucléaires et plus généralement du 
noyau reflète finalement des modifications assez subtiles des histones et de l'ADN.  
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"REDRESSEZ-VOUS, PRENEZ L'ESPRIT" 
 
"Redressez-vous, prenez l'Esprit  
Comme une voile prend le vent : 
Ne l'enfermez pas en vous-mêmes,  
Mais priez d'enfler vos cris, 
- Qu'ils soient d'impatience ou de joie !   
Vous savez bien de quel baptême 
Vous renaissez souffles vivants.  
Dépliez-vous ! Prenez l'Esprit 
Comme une voile prend le vent : 
En le prenant, soyez sa proie ! 
 
Laissez la chair, prenez l'Esprit  
Comme les chaumes prennent feu : 
Réjouissez-vous qu'il consume  
En vous ce qui n'est pas la vie : 
- Il est le Seigneur qui pourvoit !-  
Exposez tout à sa brûlure 
En un présent qui plaise à Dieu.  
Resplendissez ! Prenez l'Esprit  
Comme les chaumes prennent feu : 
En le prenant, soyez sa proie ! 
 
Ne craignez rien, prenez l'Esprit  
Comme une barque prend la mer : 
Rompez toute amarre à ce monde  
Puisque vous n'êtes pas de lui : 
- Pourquoi vous ancrer à ses lois ?  
Gagnez le large en eau profonde,  
Oublieux des abris d'hier. 
Sortez de vous ! Prenez l'Esprit  
Comme une barque prend la mer : 
En le prenant, soyez sa proie ! " 
 
Prière composée par Didier Rimaud  
« A force de colombe » 
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